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CHAPITRE 1

HISTORIOUE

A - INTRODUCTION.

P R

Les ustilaginales (Hemibasidiomycétes) sont des
champignons’ parasites, responsables d'une maladie appelée
"charbon" ou "carie" ; ils sont les hdotes habituels des

caryophyllacées et se manifestent soit

- sous forme de lésions foliaires ; Ustilago longissima

(SCH.) M.

- par un envahissement plus ou moins généralisé des organes

floraux ; Ustilago tritici (PERS) Ry Tilletiacees,

Cintractia etc...

- par la destruction des anthéres seules ; Ustilago violacea
(PERS) R,

- par l'attaque de 1'ovaire seul ; Tilletia, Thecaphora

- par la formation de tumeurs ou galles ; Ustilago maydis (DC)

Cda.

A l'exception de Ustilago vriesiana (YIULL) sur

Eucalyptus et Ustilago Treub{i(SOLMS) sur Polygonum chinensis,

ils attaquent rarement les &l8ments ligneux (VIENNOT -

BOURGIN, I949).

Indépendamment des troubles importants qu'ils peuvent
provoquer dans le développement de la plante hdte (nanisme,
gigantisme, mycocecidies, castration parasitaire, etc...), il
semble qu'ils soient aussi la cause de maladies graves du

bétail et de 1'homme. Des troubles physiologigques semblables



i l'acrodynie infantile ont été observés sur des enfants
alimentés de bouillie de mais parasitée par Ustilago mavydis

(DEBRE et NEVOT, 1939) ; GREIG (I924) a obtenu l'avortement

1.

- 3 s N 3 - ’
d'une chévre par absorption, pendant cing jours, d'une cuilléree

de spores de charbon de blé Ustilago tritici (PERS) R.; de

plus, 1l observa des convulsions épileptiques sur un chien
ayant absorbé des spores de carie. Enfin, des troubles graves
ont été attribués 3 des fourréges d'avoine parasités par
Ustilapgo avenacei (W) cif. ou A du brome attaqué par Ustilago

bromivora (Tul). F. (VIENNOT - BCURGIN, I949).

Malgré cette toxicité Evidente des spores & 1'égard
de l'homme et des animaux, certains faits prouvent que, dans
certains cas,ces spores peuvent jouer un rdle médical ou
alimentaire, leur ingestion, méme en grande quantité, n'étant

pas nuisible.

B - BIOLOGIE DU_CHAMPIGNON.

P e . e R

a) cycle de développement

Depuis les travaux de GIARD (I888) sur la castration

parasitaire de Lychnis dicica (L) par Ustilago antherarum Fr.

(Ustilago violacea Pers. R), de nombreux auteurs (WANG 1934,

BAKER 1947, EVANS et WILSON I97I, etc...)ont décrit les
modifications morphologiques provoquées par ce parasite,
considéré comme obligatoire sur plus de I00 espéces de
Caryophvllacées en EUROPE, en ASIE, en AFRIQUE et en AMERIQUE
(VIENNOT -~ BOURGIN, 1949).



12.

Le c¢ycle de développement d'Ustilago violacea

comporte, selon CHADEFAUD ct Coll. (I963), deux phases
successives : l'une et l'autre sporophytiques, sépardecs

par une perittogamie (fig. 1). La phase primaire est
engendrée par les sporidies provenant du promycélium que

la téliospore émet &4 la germination. Ces téliospores se
forment en quantité considérable dans les anthéres de silénes
parasitées. Elles sont de couleur brun violacé, leur paroi
est réticulée, leur forme arrondie, leur taille varie de

4 a 14 #mde diamétre.

Les sporidies sont des cellules haploides,
lévuriformes, qui se multiplient par bocurgeonnement ;
lorsqu'elles s'unissent deux 3 deux pour former des cellules

i dicaryon, c'est la périttogamie (PL.I - TFig.I).

Au cours de la phase secondaire, le mycé&lium
dicaryotique engendré par les cellules 3 dicaryons se développe
en parasite dans les tissus de la plante-hOte et produit des
spores charbonneuses appelées selon les auteurs, "téliospores',
"téleutospores" ou "chlamydospores'". Lorsque les spores sont
libérées, elles germent et produisent un organe sporidien
(probaside ou promycélium), producteur de sporidies, et le cycle

recommence.

b) germination des téliospores :

Chez les Ustilaginées, les téliospores comme les
téleutospores des Urédinées se maintiennent pendant la
période de vie latente sous forme binucléée (HEIM, I97I) et
non uninucléée comme il a &té admis par YANG (1932) et

CHADEFAUD et colil. (I963).

Il n'a pas été &établi d'une fagon certaine, & quel
endroit (téliospore ou promycélium) s'effectue la premiére

division du noyau, ni 3 quel moment s'accomplit la réduction
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Fig. I : Cycle des Ustilaginales (selon Chadefaud £t coll., 1963),

1. Le cycle des Ustilaginales : P (+) et P (-}, phase primaire (= colonies
de cellules levuriformes haploides, les unes positives, les autres négatives) ;
g, copulation (= perittoganmie) de deux cellules de la phase primaire, 1'une (+),
V'autre (-} ; S, phase secondaire {=nmycélium dicaryotique, parasite) ;
fl' fruit charbonneux avec jeunes spores charbonneuses, encore & dicaryon ; f2’
fruit charbonneux plus égé ; spores charbonneuses (sp) devenues diploides, par
une caryogamie ; os, archévbaside convertie en un organe sporidien, producteur
de sporidies (s), les unes (+), les autres (-), d'od dériveront de nouvelles
colonies de cellules levuriformes. Souvent, au lieu de produire ces colonies, les
sporidies se conjuguent ellies-mémes entre elles, chaque sporidie {+) avec une
sporidie (-) ; - 2. Chez 1'Ustilago du Salsifis {= U. tragopogonis), transfor-
mation d'une cellule & dicaryon en une spore charbonneuse diplode ; - 3. Chez
Te Sorosporium de la Szpor2ire (= S. saponariae), jeune fruit chartonnoux, formé
par une masse compacte Ce spores charbonneuses, dans un péridium ccniposé d'hyphes

(qui ensuite se gélifient) 3 - 4. Chez 1'Urocystis du Seigle (= U. occulta),

petit fruit charbtonneux formé de guelques spores charbonneuses agglomérées, entou-

rées d'un péridium corzesé de cellules stériles, hyalines ;- 5, Phase pringire //;R;;‘\
de 1'Ustilago viclacez, des fleurs du Lychnis dioToue : a, cellule levuriforne \ Lt

bourgeonnant une celiule-fille (pas de lipides) ; b, copulation de deux cellules S’

levuriformes (riches en glcbules lipidiques).



Fig2 Silene dioica (Pers.) R.

B

Fleur m3le : anthAres saines, Fleur mZle : anthéres

parasitées

®
LILLE

Fleur femelle parasitée :
apparition de deux verticilles

d"anthéres parasitées. Ovaire
atrophié.

C

Fleur femelle saine
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chromatique. Diverses hypothéses ont &t# avancées ; selon
WANG (1932), la premicére division du noyau (2 n) est
réductionnelle, elle a lieu au moment de la production du
promycélium. L'un des deux noyaux fils passe dans ce
promycélium ol g'effectue la deuxidme division. Les travaux
de HEIM (I971) révélent, qu'au moment de la germination de la
spore, l'enveloppe sporale se déchire et dégéné&re sur place.
Le contenu cellulaire, cytoplasme et noyvau, s'étale en un
promycélium, et c'est dans cette masse, autour de laquelle
quelques résidus de membranes en dégénérescence sont encore

visibles, qu'ont lieu les divisions nucléaires.

Si les auteurs ne sont pas d'accord sur 1'état caryoclogique
de la téliospore, ni sur les différents moments et lieux des
divisions nucléaires au cours de la germination, ils sont
unanimes pour admettre que, théoriquement, la spore germe
en un tube (le promycélium) qui se partage en trois ou
quatre cellules, émettant chacune une ou plusieurs sporidies

hyalines uninucléées.

HASSAN et MACDONALD ont montré& en IS71, que les

téliospores d'Ustilago violacea peuvent germer dans des anthéres

encore fermées : lorsqu'on les met en suspension dans 1'eau
distillée & I8°C, la germination commence aprés 4 heures
I5 minutes. Les promycéliums qui en résultent comprennent
deux & trois cellules, rarement quatre ; ces derniéres
8mettent des sporidies qui se multiplient végétativement

. toutes les 45 minutes (POON et DAY, 1974).

Le pourcentage de germination des té&liospores n'est
pas affecté par la teneur du milieu en glucose ou en maltose
(entre O et 5 %), ni par la lumiére. Par contre, il varie
en fonction du pH (optimum 6,6) et en fonétion de 1'dge des
téliospores (40 a 50 7 de germination aprés deux ans de
conservation) (HASSAN et MACDONALD, I%7I). Selon ces auteurs,
la meilleure germination s'obtient dans l1'eau stérile, alors

gue pour Ustilago striiformis, certaines substances telles

que le benomyl, favorisent la germination et la croissance

(ROBINSON et HODGES, L973).
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¢) formation des dicarvons

Les sporidies haploides €éwises par les cellules
promycéliennes sont de signe (+) et (-) ; elles se conjuguent
entre elles pour devenir des dicaryons (VIENNOT - BOURGIN, I1964).
Cette conjugaison peut aussi se produire entre les sporidies
secondaires issues de la multiplication végétative des
primaires. On peut aussi observer des conjugaisons entre une
sporidie et une cellule promycélienne, entre decux articles
d'un méme promycélium, ou entre deux promycéliums différents
(POON, MARTIN et DAY, I974). La conjugaison peut débuter
aprés 2 heures 30 minutes, mais & 20 ou 22°C, 40 % seulement
des celiules fusionnent aprés 6 heures de contact. Une &tude
approfondie du phénoméne montre qu'il se réalise en ciﬁq

phases

- appariement des cellules de tvpes opposés,

- développement d'ampoules copulatrices sur chacune
des cellules en leur point de contact,

- élongation de ces ampoules copulatrices,

- dissolution des parois et membranes plasmiques
au point de contact et formation d'un tube,

~ &longation du tube de conjugaison.

d) Mycélium dicarvotique :

Si Ustilago violacea peut €tre cultivé en milieu

synthétique sous sa forme asexuée, le mycélium dicaryotique

qui provient de la conjugaison des sporidies (+) et (=)

(PL.T - Fig. 8 et 9), ne peut pas se développer en dehors

de la plante-hdte ; c'est donc un parasite strict (BAKER, 19483

CLEMENT et coll., I969; HASSAN et MACDONALD, I971).

Dans l'eau gélosée,I.IO'5 sporidie conjuguée
peut émettre, 48 heures aprds la fusion, un court hyphe
nveélien qui dérofnire en produisant des sporidies quatre

1

jours plus tard (DAY et JONES, 19068). :



L'examen microscepigue de différents organes d'une plante
parasitée révele quc le mycélium dicaryotique est présent

dans les anthéres,abondant dans les espaces intercellulaires

a8 la base de l'ovaire et entre les cellules parenchymateuses
adjacentes aux tissus conducteurs ; dans les tiges, le
développement du mycélium est plus important au niveau des noeuds
que dans les entrenoeuds (HASSAN et MACDONALD, I97I1) ; il serait
également présent dans les racines, ol BAKER (1947) pense qu'il

peut subsister pendant plusieurs annfes et €tre & l'origine

de nouvelles fleurs parasitées tous les ans.

C - BIOLOGIE DE SILENE ALBA (Miller) E.H.L. Krause

- e tmoem e e m - em =

Silene alba et S.dioica sont deux espéces diolques

-~

appartenant 4 la famille des Caryophyllacées. Ce sont les hOtes

habituels d'Ustilage violacea 3 LINNE les avait décrites comme

espéce commune Lychnis dioica (L.) avec les deux sous-espéces,

celle 3 fleurs rouges et celle 2 fleurs blanches (Flore de

France : BONNIER, 1948).

Ces espéces ont été séparées du genre Lychnis parce que
le nombre de dents des capsules est double de celui des styles

(Flore de Belgique, du G.D. du Luxembourg, etc..., I1973).

Contrairement 3 la plupart des Silénes dont les
capsules présentent des cloisons plus ou moins importantes A
la base, les deux espl@ces gui nous intéressent n'en présentent
pas ; ceci a permis & certains auteurs, de les ranger dans

le genre Melandrium (Flora Europaea, 1964). Selon cette flore,

Silene alba (Miller) E.H.L. Krause ou Melandrium album (Miller)

Garcke, est une plante dicique, vivace et parfois annuelle ; elle

peut avoir 80 cm de hauteur avec de nombreuses ramifications.



Les tiges sont garnies de poils mous et glanduleux. Les
feuilles sont ovales et pointues aux extrémités, les feuilles
caulinaires étant sessiles. L'inflorescence est une cyme
lache avec de grandes fleurs légérement parfumées, s'ouvrant
le soir. Le calice-des fleursmdles mesure I5 & 22 mm et porte
I0 nervures, celui des fleurs femelles plus ou moins gonflé,
mesure 20 38 30 mm et porte 20 nervures. Les pétales sont
généralement blancs, les styles sont au nombre de cing et la
capsule (IO & I5 mm), de forme ovale, s'ouvre par dix dents.
C'est une plante que lt'ontrouve dans toute l'Europe, de

préférence dans les champs cultivés.

Silene dioica fL.) Clairv. ou Melandrium dioicum (L.)

Cosson et Germ. ou Melandrium rubrum (Weigel) Garcke, ou

Melandrium sylvestre (Schkuhr) ROhl.

Cette plante est semblable & Silemne alba, mais elle

est surtout vivace. Les tiges sont peu glanduleuses, les
feuilles largement ovales, les fleurs rouges s'ouvrent le
jour; Le calice mesure I0 a8 I5 mm, les dents sont largement
triangulaires et la capsule (I0 3 I5 mm) globuleuse et ovoide,
s'ouvre par des dents recourbées. Elle vit dans les sous-bois

et on la retrouve dans la plupart des pays européens.

D - MODE D'INFECTION PAR LES USTILAGO.

VIENNOT-BOURGIN (I964) pensait que la dissé&mination
du champignon pouvait se faire par le vent, la pluie et les
insectes. D'autres recherches ont Eté entreprises pour
tenter de déterminer comment le parasite s'introduit dans

la plante-hodte.

16,



a) Infection par les graines

Des 1883, BREFELD suggérait que les graines pouvaient

€tre 1'un des moyens de transmission d'Ustilago violacea.

Cette hypothése a &té discutée par BAKER (I948) et GIULIANO
(1964); toutefois, les expériences de HASSAN et MACDONALD (I971)
montrent que ce moyen de contamination est peu probable

dans la nature., Cependant, WANDERWALLE (I935) en injectant

artificiellement du mycélium charbonneux d'Ustilago nuda dans

les embryons de graines d'orge a obtenu des plantes parasitées ;
de méme, VEENENBOS et BRANDSMA (I957) en &prouvant l'activité
de divers fongicides ont observé I4 7 d'infection aprés avoir

enrobé de¢ spores,des semences humides.

b) Infection par les plantules

Certains chercheurs ont montré que l'épiderme fragile
des plantules pouvait &tre une voie de pénétration du parasite.
Par exemple, WANDERVWALLE et SOMMEREYNS (I1965) en trempant
des coléoptiles d'orge sectionnés dans une suspension aqueuse

de spores d'Ustilago nuda obtiennent 50 7 de plautes

charbonnées. De méme, DAY et JONES (I968) en injectant 3 la
seringue, une suspension concentrée de sporidies diploides

d'Ustilago violacea, 3 l'aisselle de jeunes feuilles de

-

plantules de Silene alba, obtiennent 80 7Z a I00 7 de plantes
parasitées. Enfin, HASSAN et MACDONALD (I971I) ont réalisé des

infections sur des plantules de Silene dioica (25 mm) en les

trempant dans une suspension de téliospores d'Ustilago
violacea ; aprés 6 heures de contact avec les spores, chaque
plantule’est transplantée dans un petit pot contenant du sol
indemne de contamination : I0 mois plus tard, toutes

fleurissent et 30 plantules sur 35 sont infectées.



c) Infection par les fleurs

NIELSEN (I968) a obtenu des épis charbonneux
d'orge aprés inoculation, 38 la seringue, dans les fleurs, de

mycélium dicaryotique d'Ustilago nuda isolé sur milieu

synthétique.

HASSAN et MACDONALD (1971),aprés avoir inoculé

une suspension de chlamydospores d'Ustilago violacea dans les

fleurs de Silene alba, maintiennent les plantes en fleurs

toute 1'année, en les placant en serre & IB°C, et en les
éclairant I8 heures par jour. Dans ces conditions, six pieds
m@les sur huit et un pled femelle sur huit présentent dix mois

plus tard, les symptomes caractéristiques de 1l'infection.

d) Infection par les bourgeons

RADULESCU et MUNTEANU (I967) montrent que l'injection

d'une suspension de spores d'Ustilago maydis dans de jeunes

bourgeons du mals permet d'infecter les plantes 3 n'importe
quelle étape de leur développement. D'ailleurs, les travaux
de BECERESCU (1973) sur de nombreuses espéces d'Ustilago

(Ustilago nuda, U.tritici, U.nigra, U.hordei) montrent que la

pénétration des parasites peut se faire par les bourgeons,

les plantules ou les fleurs, mais qu'il n'est pas possible, par
les méthodes classiques, de préciser si la pénétration des
champignons se fait préférentiellement par un organe ou

un autre.

En ce qui concerne Ustilago viclacea, certains

auteurs pensent que l'infection aurait lieu par la région
apicale de la plante-hdte, puis le mycélium passerait
directement dans les organes floraux : le cyclede développement
du champignon s'effectuant entre le pédoncule floral et les
anthéres (GTIULIANO, 1964). Cette hypothése, déja formulée par
VUILLEMIN en I89I, est reprise par HASSAR et MACDONALD (I971I)
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en effet, en injecctant unc suspension concentrée de spores dans

des bourgeons de Silene alba cultivé en serre, ces auteurs ont

constaté que huit mois plus tard, six pieds m3les sur huit et
un pied femelle sur huit présentaient les symptomes

caractéristiques des plantes parasitées.

Des tentatives d'infection artificielle par les
feuilles ou les tiges n'ont donné aucun résultat positif,
le mycélium dicaryotique semblant incapable de pénétrer dans

les tissus adultes de Silene alba (BLARINGHEM;I923)-

Ainsi, les organés les plus favorables a 1la
pénétration du parasite sont les bourgeons, les fleurs, les
plantules et, &ventuellement, les graines, dont il est
possible d'infecter artificiellement une plante par injection
de chlamydospores ; les graines étant des appareils incorporant
les organismes plantules dont les organes sont les bourgeons,

tiges, feuilles et fleurs (FAVRE-DUCHARTRE, 1670).

E - MODIFICATIONS MORPHOLOGIGUES PROVOQUEES PAR LE
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Il est trés rare qu'aprés une infection parasitaire,
la plante se développe normalement ; le plus souvent, on
assiste & des troubles du métabolisme qui peuvent se traduire

par des modifications morphologiques. Ustilago kolleri (W.)

gui parasite Avena sativa (L.,) détruit la partie interne de

la base des &épillets (ZAMBETTAKIS. I970); Ustilago hordei

(Pers.) K.S. responsable du charbon de l'orge, hypertrophie
les épillets avant que les épis parasités pe se distinguent par

leur teinte noirdtre (waNg., I1934).
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L'action d'Ustilago violacea sur Silene alba

et S.dicica varie selon qu'il s'attaque aux pieds mdles ou
femelles. Sur les pieds md3les, le champignon apparait dans

les anthéres qui prennent l'aspect charbonneux bien avant
l'éclosion des boutons floraux (BAKER, 1948; MANI, 1964) :

les anth@res se transforment en vésicules de teinte violacée,
remplies de spores qui occupent la placedes grains de pollen.
Dans certains cas, les plantes parasitées sont aussi atteintes
de nanisme (BAKER, I948; EVANS et coll., I97I), mais les
symptomes de l'infection ne sont vraiment caractéristiques
gu'au moment ol les anthéres éclatent et liberent les

spores (Fig.2 - A et B).

Les pieds femelles parasités sont stériles : les
ovaires se développent anormalement ; leur taille est réduite ;
ils sont de forme allongée et portés par un pédoncule qui
reste gréle. En méme temps, les fleurs femelles différencient
des étamines, ce qui leur donne l'aspect de fleurs
hermaphrodites (BAKER, I947). Ces Etamines sont yemplies de
spores charbonneuses, et il semblerait qu'elles soient les

seuls organes dans lesquels le champignen soit capable de

développer ses organes reproducteurs (Fig.2 - C et D).

F - - FACTEURS HORMONAUX.

- —e e A an e e e v um e M Ow o e e o

Différents auteurs ont étudiéd l'action de

certaines hormones sur le développement de Silene alba.

D'autres ont analysé les facteurs de croissance secrétés

par Ustilago vioclacea.

a) Action des hormones sexuelles animales.

LOVE et LOVE (I945) ont étudié l'action de
l'oestrogéne et de la testostérone sur le développement des

plantes dioiques, en particulier Silenc alba. S'ils appliquent
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sur les bourgeons, de la lanoline contenant de faibles doses
(0,0005 a 0,I 7) de ces hormones, 60 % des plantes meurent ;
parmi les plantes gui survivent, celles gui prisentent des

déformations varient selon la concentration et la nature de
l'hormone. L'oestroglne, hormone femelle, n'affecte pas les

pieds femelles du Silenme alba, quelle que soit sa concentration ;

par contre, la testostérone 3 la dose de 0,01 7 les rend

hermaphrodites.

De meme, les pieds midles traités 3
l'oestrogéne produisent un ovaire, alors que la testostérone

ne les affecte pas.

Malgré les anomalies, il n'y a pas formation de
grains de pollen dans les anthéres,et les ovaires restent
stériles ; cela permet cependant de constater qu'un traitement
hormonal peut modifier le sexe des plantes dioIques dans le
sens attendu par le sexe que chacune représente, ce qui laisse

supposer une parenté& des mondes animal et végétal.

b) Production d'A.I.A. (acide indolyl acétique) d'I.A.N.

(indol-acédto nitrile) et d'A.G. (acide gibbéréllique).

L'analyse d'extrait alcoolique de Silene alba a

permis de mettre en &vidence la présence d'A.I.A. et d'A.G.
dans les plantes saines ou infectées;mais il y a plus d'A.G.
dans les plantes saines, ce qui expliquerait peut-&tre le
nanisme observé par EVANS et WILSON (I971) chez les plantes
parasitées ; les auteurs n'ont retrouvé ni A.G., ni A.I.A.

dans le milieu de culture des téliospores d'Ustilago violacea,

mais ils constatent la présence d'I.A.N. Toutefois, l'application
exogéne de ce nitrile 3 une plante saine ne provoque chez elle

aucun trouble.

Les travaux de HIRATA (I1957) et de NOVAT (I967)

ont montré qu'Ustilago violacea synthétise de 1'A.I.A., mais

rien ne prouve que cettec substance soit responsable des
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modifications observées sur les plantes parasitées. De

méme, les extraits aqueux de stigmates de Silene alba

possédent une activité auxine-oxydasique ; chez les plantes
saines, les sépales des fleurs md3les contiennent beaucoup

plus d'anthocyane que les sépales des fleurs femelles mais, -
aprés infection, le taux de ce pigment est presque semblable

dans les fleurs des deux sexes (GARY et SAGI, 1960).

Malgré les précieuses indications fournies par

ces auteurs sur la biologie de Silene alba et S.dioica et sur

celle d'Ustilago violacea, les relations hdte -parasites

restent encore bien imprécises ; on ignore toujours 3 quel
endroit et dans quel tissu se situe le mycé&lium parasité
avant la différenciation des organes floraux ; pourquoi,
malgré la présence évidente du parasite, il est difficile de
distinguer, avant la floraison, les plantes parasitées des
pPlantes saines, le développement végétatif des premiéres

étant 34 peine troublé; pourquoi Ustilago violacea ne développe

ses organes reproducteurs que dans les anthéres, et par quel
processus ses t&liospores prennent la place des grains de
pgllen 3 pourquoi la présence du champignon provoque la
différenciation des anthéres dans les fleurs femelles et, au
niveau des anthéres, quels sont les €léments déterminants

pour la sporulation du parasite.

Certes, des études génétiques (WARMKE, I1946;
WESTEGARD, 1953) avaient démontré l'existence d'un chromosome
sexuel Y déterminant absolu du sexe mdle ; néanmoins, lorsque
les anthéres apparaissent dans les fleurs femelles sous

l'action d'Ustilago violacea, il n'y a pas, au niveau génétique,

apparition de ce chromosome Y.



23.

Par ailleurs, des modifications morphologiques
peuvent apparaitre spontanément, 3 un taux trés faible sur
des plantes saines, ce qui fait dire a8 HASSAN et MAC DONALD
(I97I), qu'il s'agirait peut-€tre d'un caractére chromosomique
apparu 2 la suite d'une infection, caractére recessif gui

ne s'exprimerait qu'aprés plusieurs générations.

Il s'agit donc d'un probléme complexe dont 1'étude
est rendue difficile par la courte période de végétation des
Silénes. Nous avons pensé que les techniques de culture
in vitro, les techniques biochimiques, cytologiques et
cytochimiques, la microscopie optique (M.0.) et la microscopie
€lectronique 3 transmission (M.E.T.) nous permettraient de
répondre i ces nombreuses questions, et pourraient @tre une
contribution 3 1'&tude des phénoménes de castration

parasitaire.



CHAPITRE II

MATERIEL ET TECHNIOUES

A - CHOIX DES MILIEUX DE CULTURE.

Nous avons recherché les milieux de culture
qui pourraient assurer 3 la fois la croissance du parasite

et celle de son hbte.

HASSAN et MAC DONALD (I971) ont montré que les

téliospores d'Ustilago violacea germent mieux dans 1l'eau

distillée que dans une solution glucosée 3 5 % ou dans
l'extrait de malt ; toutefois, pour réaliser nos expériences,
il était intéressant de disposer d'un inoculum capable
d'infecter des tissus végétaux sains. L'eau distillée, par
suite de phénoménes de carence, ne permet pas la culture
indéfinie du champignon, et est incapable d'assurer la
croissance des tissus de 1'hSte.Il a donc fallu rechercher
un milieu plus riche, susceptible d'entretenir 1'Ustilago
sans provoquer de mutation, ni altérer son pouvoir pathogéne
32 1'égard des silénes. Nous avons donc comparé l'effet de
milieux utilisés habituellement, soit pour la culture de
cellules ou de tissus végétaux (HELLER, I953; MURASHIGE

et SKOOG, I962; LESCURE, I966), soit pour la culture des
champignons (SABOURAUD, I908; CZAPECK, 1I92I).
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B - METHODE D'ETUDE _DE LA GERMINATION DES TELIOSPORES
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Les téliospores proviennent d'anthéres de fleurs

parasitées de Silene dioica récoltées dans un bois aux

environs de Lille, et conservées pendant six mois dans des

boites de Pgtri, 3 la température du laboratoire (20-22°C).

Tous les milieux de culture sont liquides ; ils
contiennent 3 %7 de sucre et les &lé&ments nutritifs de la
solution de MURASHIGE et SKOOG, de SABOURAUD ou de LESCURE
une culture sur eau distillée servant de témoin. Environ I ml
de milieu est mis dans une.micro—cuvette de 5 ml, placée dans

une boite de Pétri.

Les téliospores d'un méme bouton floral sont

réparties 8 l'aide d'une pince fine dans trois micro-cuvettes.

Les cultures sont maintenues dans une piéce i 2I° + I°C.

Le taux de germination est &valué au microscope
optique. Apré&s homogénéisation, une goutte de culture prélevée
3 l'aide d'une pipette Pasteur est mélangée i une goutte de bleu
lactique pour &étre observée entre lame et lamelle. Pour
chaque milieu, une moyenne de 5.000 téliospores est observée

dans une dizaine de préparations.

C - {ETHODE DE _DESINFECTION DFS TELIOSPORES RECOLTEES
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DANS _LA_NATURE.

Nous avons essayé d'obtenir des téliospores
aseptiques, soit en désinfectant les boutons floraux, soit

en désinfectant directement les téliospores.
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a) Traitement des boutons floraux :

Les jeunes boutons floraux, encore parfaitement
fermés et provenant de plantes parasitées, contiennent d&ja
les téliospores du champignon. Nous espérons pouvoir les
obtenir dans des conditions aseptiques, aprés avoir désinfecté
extérieurement des boutons en les trempant successivement dans
une solution de mercryl 3 3 7 pendant 15 minutes, puis dans
une solution d'hypochlorite de calcium 3 I20 g/l pendant
20 minutes. Ils sont ensuite rincés trois fois &3 l'eau
stérile (5, 10, I5 minutes) et nous avons prélevé les téliospores
qui sont mises & germer dans une goutte d'eau distillée auto-
clavée. Le contenu d'un méme bouton est réparti sur dix lames
différentes. 24 heures plus tard, l'observation microscopique
permet de constater que les spores germent, mais que des

bactéries subsistent dans la suspension.

b) Désinfection des téliospores :

Nous avons alors pensé pouvoir obtenir des
téliospores aseptiques en les traitant par un antibiotique,
dans la mesure ou cette substance €limine les bactéries sans
empécher la germination des spores. Nous avons donc comparé
l'action de différents antibiotiques, afin de déterminer celui

qui se révélerait le plus efficace.

Des -solutions d'antibiotique & différentes
concentrations sont réparties dans des micro-cuvettes. Les
préparations sont observées au M.0O. et les résultats sont
exprimés en pourcentage de téliospores germées en présence

ou en absence de bactéries.



MILIEU U LESCUKE (1966)

COMPOSITION DU MILIEU

: CONCEMTRATION (g.1

!
!

! .
!
i |
! . : !
| Nitrate de caleium  Ca (HO3),, 4 H0 290. 1072 !
! : !
| Chlorure de potassium  KCI 65. 10~> !
g u
| Nitrate de potassium  KNOg 1960. 107> !
I 1
| Sulfate de magnésium  HgSO,, 7 H,0 360. 1073 !
! f
| Phosphate monopotassique KPO,H, 500. 107> !
! : !
| Phosphate disodique  Na,PO H, 12 H,0: 97. 1073 !
! : !
! H !
! : !
I Acide borique HyB0, : 1,5, 1073 !
! : !
! lodure de potassium KI : 0,75. 1073 !
! : !
I Sulfate de manganese HnsO,, & H,0 4,5. 1073 !
! : !
| Sulfate de zinc ZnS0,, 7 H,0 1,5. 1073 !
I} ° ]
' -3
! FeSO,, 7 H,0 2,785. 10 !
! g 1D , :
| Sulfate de fer Na, EUTA : 3,725. 107> '
! : !
! : !
! : 3 !
! Thiamine Vitamine Bl 1. 107 !
! I
! '
i ]
! Acide 2,4 dichloro-phénoxyacétique _3 !
P (2,4 D) 1. 10 !
roo : !
! : !
MILIEU DE SABOURAUD (1908)
! : ' 1 !
! Peptone : 30 g.1" !
! : !
I Glucose : 30 g.17t !
! |

BHS
UL,



MILIEU DE

HELLER (1953)

! : !
! COMPOSITION DU MILIEU : CONCENTRATION (g.l-l) !
! : !
! : !
i . -
' kel : 750. 107° i
! : -3 !
; NaNU3 . 600. 10 :
! : -3 !
! SOaMg, 7 HZU . 250. 10 :
! H -3 !
! PUAHZNa’ HZU : 125, 10 !
! : -3 !
! CaClz, 2 HZO . 75. 10 :
1 : - !
| FeCl;, 6 Hy0 : 1. 1077 !
! : -3 !
! SOQZn, 7 HZO . 1. 10 |
! : -3 !
! H3803 . 1. 10 i
! : -3 !
, SO,Mn, 4 H,0 ) 0,1. 10 :
! : -3 !
,  S0,Cu, 5 H0 ) 0,03. 10 !
! : =3 !
: AlCl3 . 0,03. 10 ;
! . : -3 !
: NlClz, 6 HZO . 0,03. 10 I
. - 1
! : 0,01. 1077 :
! : !
MILIEU DE CZAPECK (1921)
COMPOSITION DU MILIEU CONCENTRATION (g.l-l)

Gom e scmm b b bt cmm e s tmm seme i e oo

NaNO3

K2P04H

MgSO,, 7 H.0

4’ 2
KC1

FeSO,, 7 H,0

4’ 2

85 80 ee %6 s o3 er as o e [se es oo

0,5

0,5

0,001

o G tm tm tema tems aan bem demm e s bmem [ v G




MILIEU DE MURASHIGE ET SKOOG (1962) MODIFIE

COMPOSITION DU MILIEU

CONCENTRATION (g.1"

b

ELEMENTS MINERAUX

! i
! !
! !
! ]
! !
1 !
! 3 !
! < 1
LN, MOy 1650. 10 !
1K NO 1900. 1073 !
! 3 !
I caCl, 2 H,0 440. 1073 !
{ 1
! 3 !
1

| Mg SO, 7 Ky 370. 10 !
! 5 |
!

LK Hy PO, 170. 10 !
! Na, EDTA 37. 1073 !
] i
! 3 !
1 1
| Fe S0, 7 Hy 27. 10 !
! . 5 !
1 . ]
! : 5 |
| MRSO,, 4 Hy0 : 22. 10 !
! : 3 !
| InS0,, 4 Hy : 8. 10 !
1 KI : 0,83. 1073 |
! . . |
' : -3 ;
L NagMoD,, 2 Hy : 0,25. 10

I Cas0,, 5 H,0 : 0,025. 107> '
! : !
! caCl_, & H,0 0,025. 10~> !
! 2 2 !
! !
] i
! ELEMENTS ORGANIQUES !
| !
] i
! Inositol 0,1 !
! !
! Edamine (caséine traitée 1

! par la trypsine) : !
! : I
! Glycocolle 2. 1073 |
! !
1 2,4 D 0,1. 1073 !
! !
1 Kinétine 0,1. 1073 s
! !
! Acide nicotinique 0,5. 1073 !
! !
! Pyridoxine HCl 0,5. 107> |
! !
! Thiamine 0,5. 107> !
! !
| !

/308
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B - METHODE DE _CULTURE ASEPTIOUE DES PLANTES ENTIERES
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La présence d'Ustilago violacea dans les anthéres

des caryophyllacées n'est décelable qu'ad 1'ouverture des
fleurs. Pour faire une étude approfondie de ce parasite, il
est donc .important de préciser les conditions de floraison

des hOtes (Silene alba et S.dicica) ; nous avons étudié ces

conditions sur des plantes entiéres.

Les graines de Silene alba sont stérilisées

par immersion pendant I5 mindtes dans du mercryl 3 3 7, puis
30 minutes dans l'hypochlorite de calcium I20 g/l. Aprés

trois ringages a8 l'eau stérile, elles sont ensemencées
aseptiquement dans des boites de Pgtri contenant de 1l'eau
gélosée (0,8 7) sans aucune substance nutritive. Ces boltes
sont - conservées a la température du laboratoire (20-2I°C). Les
graines germent et,huit jours plus tard, les plantules de

2 cm environ sont transplantées dans des tubes en pyrex

de I3 x 3 cm renfermant environ 35 ml de milieu gelosé de

MURASHIGE et SKO00G.

Les cultures sont réparties en quatre lots et
placées respectivement a IS5, 2I, 25 et 30 + I°C, &clairées
24 heures sur 24 par des tubes luminescents (type lumidre du

jour de luxe, intensité lumineuse environ I12.000 lux).
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a) Plantes saines

Des fragments de tiges préalablement désinfectés
(3 % de mercrvl laurvléd pendant IS5 minutes, et I40 g/l

d'hypochlorite de calcium pendant 30 minutes) sont prélevis
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au niveau des noeuds ; aprés ringage i l'eau stérile, ces
explantats sont ensemencés en position normale sur deux
milieux, 1'un minéral (HELLER, I953), l'autre plus complexe,
renfermant des €léments minéraux,des éléments organiques et

des phytohormones (MURASHIGE et SKOOG, 1962). Les milieux

sont gélosés par 0,8 % d'agar, auquel on ajoute 6 7 de glucose.
Les cultures sont réalisées dans des tubes en pyrex de 3 cm

sur 16 cm, contenant environ 35 ml de milieu. Trois expériences
de 20 paniers ont été& réalisées. Les cultures sont entreposées
dans une piéce & 2I + I°C, é&clairée 24 heures par jour par

des tubes luminescents de type lumiére de jour de luxe, dont

1'intensité lumineuse totale est d'environ 12.000 lux.

k) Plantes parasitées :

Nous avons aussi cultivé des fragments de tiges
prélevés sur des plantes parasitées pour recueillir des té-
liospores aseptiques i partir de fleurs charbonnées obtenues
in vitro. Ces plantes parasitées sont récoltées dans un bois

aux environs de Lille.

La technique et la méthode de culture sont

les mémes que précédemment.

F - CULTURE DE TELIOSPORES OBTEMUES_IN VITRO, ET
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En placant dgns de l'eau stérile des téliospores
recueillies dans des fleurs (ou des boutons floraux) obtenus
in vitro, elles germent rapidement (I2 h) ; leur taux de
germination est bon (80 Z). Nous avons pu ainsi observer

les différentes phases de la germination.
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Si 1'on introduit 0,I ml de cette suspension dans
200 ml de solution nutritive de LESCURE, contenus dans des
fioles de 500 ml placées sur un agitateur rotatif, quatre
jours plus tard, nous obtenons une culture de couleur blanchitre
dont l'examen microscopique révéle l'abondance des sporidies
et des promycéliums.Si on préléve une petite quantité de cette
suspension et qu'on l'observe en goutte pendante, aprés
I2 heures, on peut voir une quantité élevée de sporidies
conjuguées. Il nous a donc paru intéressant d'entretenir
cette premiére culture en la repiquant tous les dix jours
dans le milieu initial (LESCURE) qui s'était révélé convenable

pour la germination des téliospores prélevées dans la nature.

La souche B ainsi obtenue comprend, en fait, un
mélange de sporidies (+) et (-), ainsi que des promycéliums
et quelques téliospores dont le nombre diminue 2 chaque
repiquage. A chaque passage sur milieu neuf, nous vérifions

soigneusement le pouvoir de conjugaison des sporidies.

d) Isolement des clbnes :

A partir du 7éme repiquage, nous avons constaté
une diminution importante du taux de conjugaison. Ceci nous
a incité 3 isoler de la souche B des clOnes et 3 vérifier
s'ils étaient compatibles ou non. De plus, il était plus
intéressant de cultiver des souches pures ol toutes les
cellules sont de méme signe, plutdt que d'entretenir une
culture mixte et de risquer de perdre 1l'unm ou l'autre des

différents éléments du couple.

Nous avons prélevé 0,5 ml d'une suspension B dgée
de sept jours, et 1l'avons diluée dans 200 ml d'eau distillée
stérile. Une goutte de cette suspension diluée a &té é&talée

sur du milieu de LESCURE gelosé contenu dans une boite de Pétri.



Aprés huit jours & 2I°C, de petites colonies blanchidtres
apparaissent a la surface de la gélose ; elles correspondent
au développement des sporidies haploides qui, aprés isolement,
se sont multipliées végétativement pour former un cllne.

I7 cldnes ont été ainsi isolés.

h) Détermination de la compatibilité :

Aprés avoir 1isolé les I7 cldnes, il nous a fallu

déterminer ceux qui sont compatibles.

Pour montrer que deux clOnes sont compatibles ou
non, il suffit de mélanger & volumes é&gaux deux clbnes, aprés
les avoir mis en suspension. 24 heures plus tard, en observant
ces mélanges, on peut vérifier 1'homogénéité et la pureté

des isolements.

Quand le mélange de deux clOnes renferme des
sporidies conjuguées, et que les cultures pures n'en
contiennent pas, on peut en déduire que ces deux cldnes sont

compatibles, sans pouvoir préciser lequel est le (+) ou le (=)

30.

Si le mélange n'en renferme pas, c'est que les deux cldnes sont

du méme signe.

G - METHODE D'ETUDE_COMPAREE DE LA CROISSANCE DE _DEUX
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Parmi les cldnes compatibles que nous avons
isolés, nous en avons choisi deux (B.874 et B.974 : le

premier chiffre représente le numéro d'isolement et les deux

derniers chiffres, l'année d'isolement) que nous avons comparés

4 la souche provenant de la mycoth&que de BAARN (438-34)

pour déterminer leurs meilleures conditions de croissance.



“haque colonie lévuroide est mise en suspension

dans I0 ml d'eau distillée, & l'aide d'une pipette stérile ;

0,I ml sont prélevés puis introduits dans des fioles de 500 ml

contenant 200 ml de solution nutritive préalablement
autoclavée & I20°C pendant 20 mn. Les cultures sont alors
placées sur une table agitatrice dans une piéce dont la
température est réglée & 21 + 1°c, éclairée I2 heures sur

24 par les tubes luminescents.

A la fin de la culture (I5 jours) , le champignon
est recueilli sur du papier-filtre, puis on détermine son
poids frais,et son poids sec aprés séchage a3 I00°C. Nous
avons ainsi pu €étudier 1l'importance des différentes sources
de carbone et des divers E€léments du milieu sur leur

croissance.

H - METHODE DE CULTURE SIMULTANEE DU CHAMPIGHON ET DES
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Pour étudier l'interaction entre le champignon

et le tissu isolé de Silene alba, nous ensemengons d'abord

le champignon en trempant dans une suspension un anneau

de fil de fer de 50 mm de diamétre, préalablement stérilisé

3 1'alcool, puis séché dans la flamme ; aprés avoir égouttéd
cet anneau, on l'applique contre la surface du milieu de
culture, puis un fragment de tissu de siléne (environ 250 mg)
est déposé au centre de l'empreinte marquée sur le milieu
contenu dans des boites de Pétri ; la distance séparant le
tissu du champignon, au moment de 1la mise ‘en culture, est
ainsi toujours la méme. Toutes les cultures sont placées dans
une pi&ce dont la température est maintenue 3 2I + I°C.Elles
recoivent, en plus de la lumiére du jour, un éclairement

d'appoint fourni I2 heures sur 24 par des tubes luminescents.

31.
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L'expérience a été réalisée sur les trois
souches précédentes. La culture est centrifugée & 3500 t/minute

-~

pendant 30 mn i I5°C.

Le culot sert & la mesure du poids frais, le
poids sec est déterminé aprés séchage de 48 heures au four
& I00°C. Une partie du surnageant sert & doser les protéines
totales par la méthode de LOWRY et coll. (I95I). Le détail

de cette méthode est le suivant

Faire une courbe étalon 3 partir d'une gamme de

I0 3 200 de serum albumine, et un témoin eau. Prendre

0,4 ml d'eau distillée ou de l'échantillon + 2 ml du mélange C.

50 ml Na2CO3 2 7 dans NaOH N/IO

+

2 ml C SCuSO
I ml

40 5 H20 1 7 I volume

+

zTartrate de K et Na I 7% I'volume

Ajouter 0,2 ml du réactif de FOLIN~-CIOCALTEU

dilué au I/3 dans l'eau

- coloration stable 34 1'obscurité pendant
une journée,

- attendre 30 mn et lire au spectrophotométre

~

a4 500 nm et 750 nm.

Une partie du surnageant sert 3 rechercher
différentes activités enzymatiques par la méthode APIZYM,
méthode semi-quantitative permettant de déterminer rapidement
I9 activités enzymatiques 3 partir d'ume faible gquantité

d'échantillon liquide.
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Le principe est le suivant

Hydrolyse d'un substrat par l'échantillon et
libération d'un groupement chromogéne (naphtol ou
naphtylamine) et réaction de diazotation entre ce produit

et un sel de diazonium (Fast bleu BB).

(EiiéiT'OH B naphtol ——> coloration violette

E§EZ§T'NHL B naphtylamine —»coloration orange

OH
oYo o naphtol =———— marron

etc.
Une troisiéme partie du surnageant sert 2

déterminer les acides aminés libres et protéiques selon

le protocole suivant

surnageant

[

concentration (IO fois sous vide
50°¢C)

précipitation 3 l'acétone (I volume + 3
volumes d'acétone)

décantation 4 4°C pendant 4 heures

culot surnageant
séchage 48 h a 100°C . acides aminés libres
broyage (autoanalyseur d'acides
aminég)

hydrolyse acide sous vide de 350

d

acides aminés protéiques

volumes

(autoanalyseur d'acides aminés)



J - METHODE D'INFECTION EXPERIMENTALE.
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8 ) Préparation des inoculums :

Quatre types d'inoculums ont été utilisés pour

infecter artificiellement les silénes.

D'abord une souche haploide B.874 cultivée en
milieu liquide agité. Aprés huit jours de culture, nous
prélevons un volume de la suspension cellulaire que nous
diluons au I1/3 et nmous l'inoculons 3 des plantules ou 3 des

explantats.

Ensuite, nous avons réalisé un inoculum &
partir des téliospores. Elles sont prélevées aseptiquement
dans des fleurs obtenues in vitro 3 partir de fragments de
tiges parasitées dans la nature. Elles sont concentrées dans
de 1l'eau stérile, environ deux heures avant utilisation pour
infecter des plantes en rosettes et des fragments de tiges

saines.

Nous avons aussi réalisé un inoculum & partir des
cldnes compatibles B.874 et B.974 que nous mélangeons pour
obtenir des sporidies conjuguées ou dicaryon. L'opération

se fait de la maniére suivante :

Les sporidies (+) et (-) dgées de 48 heures sont
mélangées 3 volume égal en tenant compte de la concentration
de la suspension, car les cultures trés riches en sporidies
sont défavorables & la formation des dicaryons. Le mélange
est maintenu 3 20°C dans des conditions aseptiques pendant
24 heures avant utilisation, de maniére 2 obtenir umn taux
glevé ( 60 7Z) de dicaryons. Cet inoculum servira 3

infecter des plantules, des plantes en rosettes et des

fragments de tiges saines de Silene dioica.

34;
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Enfin, nous avons tenté des infections & partir
du mycélium dicaryotique. On considére jusqu'3 maintenant
que, seul, ce mycélium peut se développer 3 l1'intérieur des
tissus des silénes. Les travaux de HASSAN et MAC DONALD (I971)
ayant montré que ce mycélium &tait plus abondant au niveau
des noeuds que des entrenoeuds, nous avons réalisé 1l'infection
en déposant des fragments de tissus découpés au niveau de
noeuds de tiges parasitées (contenant donc le mycélium

dicaryotique) sur des noeuds provenant de tiges saines.

b) Mode d'infection :

1) Les_explantats :

Les explantats prélevés au niveau des noeuds de
jeunes tiges saines sont infectés, soit en injectant
32 la seringue 0,I ml d'inoculum (suspension de
téliospores, de sporidies haploiIdes ou de dicaryons)
au niveau du bourgeon axillaire, soit en dé&posant sur
les bourgeons, une goutte de l'inoculum, soit en trempant
le noeud entier pendant 6 heures dans l'inoculum, soit

enfin, par contact avec un fragment de tissu parasité.

2) Les plantules :

Les plantules de silénes ont &té infectées par
immersion compléte pendant 6 heures, soit en trempant
seulement les racines dans 1l'inoculum, soit en les
immergeant entiérement. Une partie a été cultivée en

serre et une partie in vitro.

3) Les rosettes :

- ———— - —— Gt o o =

Les rosettes provenant du développement des
plantules saines ont &été infectées par injection de
1'inoculum, 8 l'aide d'une seringue. L'injection se
fait au centre de la rosette, de fagon & parasiter le

bourgeon central.



Les plantules, aprés avoir été infectées
expérimentalement, sont placées, certaines en champ ou en
serre comme les plantes en rosettes, d'autres comme les
fragments de tiges, sont cultivées aseptiquement sur un
milieu gélosé renfermant du glucose (3 % dans le cas des
plantules, 6 7 dans celui des explantats), ainsi que les

€léments nutritifs de la solution de MURASHIGE et SKO0OO0G.

K- MATERIEL ET METHODES DE_CYTOLOGIE.

Les bourgeons et les boutons floraux mi3les et
femelles proviennent de plantes cultivées en serre, dont un
lot a été artificiellement parasité par des cldnes compatibles
d'Ustilago violacea isolés au laboratoire (BATCHO et

ZAMBETTAKIS, 1976).

2 ) Techniques de microscopie optique (M.0.)

Pour la microscopie optique (M.0.), les boutons
sont fixés dans le fixateur de CARNOY (I887) durant 24 heures
3 4°C, puis déshydratés dans la série éthanol-butanol
tertiaire (méthode de JOHANSEN, I940) et inclus dans la

paraffine selon le protocole suivant

. Fixation (CARNOY, I887)

Ethanol absolu : 60 ml
Chloroforme : 30 ml

Acide acétique glacial : I0 ml



, Deshvyvdratation

J.es chilffres sort exprimés en ml.

1 1
!' Temps d' exposition :2h +: Th T h:Ih=:1Ih i
: Z approximatif d'alcool ; 50 f 70 f 85 i 95 f
! Eau distillée : 50 ¢ 30 : 15 !
! Ethanol 95° 40t 5ot o500t 45 !
! Butanol III ; 10 ; 20 ; 35 ; 55 ; 75 i
: Ethanol T00° ; ; f f f 25 3

Ensuite, 3 x I h dans le butanol tertiaire ;

Ajouter un peu d'érythrosine 5 mn avant le début du
paraffinage (permet de visualiser le matériel & travers le

bloc de paraffine).

« Inclusion’:

Tremper les coupes successivement dans deux mélanges

-~ I mélange paraffine-butanol III (I/2 volume

1/2 volume) pendant I heure,

- I mélange de paraffine pure (3 x I heure).

On inclut le matériel végétal dans les blocs. Les
coupes sont réalisées au microtome 3 7 i I0 pm d'épaisseur.
Elles sont récupirées sur une lame, dans 1'adhésif de HAUPT

qui se prépare de la facon suivante

- I g de gélatine pour I00 ml d'eau & 30°C +

I5 ml de glycérol + 2 g de cristaux de phénol.

Mettre une couche d'adhé&sif sur une lame, ajouter
quelques gouttes de formol 3 7 pour permettre la flottaison

des coupes pendant le déplissage,

Chauffer légérement (sur une plaque) les lames pour

déplisser les coupes,

-
°

37.



Rejeter 1'excédent de liquide et laisser

sécher 34 l'air libre pendant une nuit.

. Déparaffinage

Tremper les lames successivement dans la série

2 x 10 mn (xyléne) ; 3 mn (xyléne-butanol III I/2,

I/2) 3 2 x I mn (alcool I00°) ; I x I mn (alcool 95°,

70°, 40°) ; puis eau distillée.

h) Mise en évidence du mycélium dicarvotique dans les tissus

de 1'hote :

La coloration varie selon les Eléments A mettre en

évidence. Pour le mycélium, nous avons choisi la coloration 3

la thionine et & l'orange G de STOUGHTON (I930), permettant
la mise en &vidence de champignon et de bactérie dans les

tissus végétaux.

La thionine est un colorant basique du groupe des
Thiazines. Il se fixe €lectivement sur la mucine et révéle
ainsi la présence du mycélium coloré en violet pourpre. La
métachromasie au contact du cytoplasme de C.M.P. (cellules
méres de grains de pollen) entraine une coloration rose.
Les acides nucléiques sont colorés en bleu. Les parois

pectocellulosiques sont colorées en jaune par l'orange G.

Tremper les coupes dans une solution 4 I 7 de thionine,

puis dans 5 7 de phénol aqueux pendant une heure, puis rincer

3 mn dans 1l'eau, I mn dans 1"alcool 3 95° et 3 I00°, puis

2 mn dans le mélange suivant :

- I volume de solution saturée d'orange G dans 1l'alcool

absolu,
-~ 2 volumes de solution satur@e d'érythrosine dans

Eugénol.

Ensuite : I mn dans l'alcocl 3 I00°, 3 x 5 mn dans

le xvléne,
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- Monter entre lame et lamelle dans du Xam GURRS,
- Laisser sécher dans une étuve & 60° pendant une

nuit et observer.

C) Test de BRACHEET

Utilisé pour déterminer la vitalité des cellules

méres de grain de pollen.

Dissoudre I,5 g de vert de méthyle dans 200 ml
d'eau

+ 2,5 g de pyropine Y distillée

Ajouter 20 ml de chloroforme, agiter quelques
minutes, séparer le chloroforme dans une ampoule & décanter;
recommencer cette opération jusqu'd ce que le chloroforme

n'extrait plus le colorant violet. C'est la solution mére.
Les coupes sont immergées 5 mn dans le mélange suivant
= 20 ml de la solution mére + 20 ml de tampon
phosphate M/IO pH 4,5 a3 5,5 + 60 ml d'eau

distillée.

Résultat : 1A R N est coloré en rouge

1'A D N est coloré en vert ou bleu-vert.

Ne pas oublier le témoin ARNase.

d ) Mise en Evidence des polysaccharides :

]) Réaction de SCHIFF P.A.S. (periodic-acide

i o — - ———— = A G G e e T A cme e O e

SCHIFF):
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Préparation du réactif

- Broyer I,5 g de fuschine basique ; dissoudre
dans 200 ml d'eau, ajouter 1,5 g de métasulfite
de potassium réduit en poudre, ajouter 3 ml d'HCl
concentré& ou 30 ml d'H¢l normal ; attendre I2 heures
avant utilisation (se conserve peu de temps).

v

P. A. S. (selon Mc. MANUS,k 1949)

—— o ————

.
o

- 5 mn dans 0,5 7Z d'ac. périodique ; laver a4 1'eau

puis,

~-I5 mn dans le réactif de SCHIFF,

~ Rincer 2 mn chaque fois dans trois bains d'acide
sulfureux (I0 ml d'HCl N + I0 ml de bisulfite de
sodium & I0 7 diluégs jusqu's 200 ml),

- Laver 5 mn 3 l'eau ; Coloration de fond facultative

a4 1'hémalum,
7
- Lavage, deshydratation et montage.

Résultats : le P.A.S. est positif pour une coloratien

rouge pourpre due aux polysaccharides.

?2) Bleu alcian :

- - — n——w— - —

Utilisé pour la mise en évidence des muco-
polysaccharides trds acides (sulfomucopolysaccharides).

Les coupes sont immergées :

- 30 mn dans une solution de bleu alcian 8 GX

S

- I0 mn dans un tampon citrate de sodium - HC1l pH 0,5.

- 3 x 2 mn dans l'eau distillée
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- 30s dans le jaune alcian GX, puis 5 v dans un tampon
citrate de Na - Hgl pH 2,5 - I mn dans 1'slcool I00° et

I mn dans j¢ xylénec,

- Les mucopolysaccharides acides sont colorés en bleu,

les mucosubstances non acides sont jaunes.

3) Chloroiodure de zinc :

e e w— ——— . —— o = = oer S o=

Dtilisé pour la mise en évidence de la cellulose.
L'iode s'incruste dans la molécule de cellulose aprés
rupture par un acide fort des liaisons hydrogines qui

maintiennent les structures.

- 30 g de chlorure de Zn + 5 g IK + I g 12 +
14 ml d'eau.

L.a cellulose est colorée en bleu violacé.

4) Test au phloroglucinol :

Utilisé& pour la mise en évidence de la lignine.

Monter entre lame et lamelle les coupecs dans quelques
gouttes d'une solution agqueuse saturée de phloroglucinol
dans Hgl 20 7, La lignine est colorée en rouge violet

(la préparation n'est pas permanente).
P P p P
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Utilisé pour la mise eﬁ tvidence de la callose.
Les coupes sont immergées I0 mn dans une solution
aqueuse de 0,005 7 de bleu aniline dans 0,15 M KZHPO4
pH 8,2. La coloration est immédiate et régresse aprés
quelques heures., C'est ﬁn colorant vital. Les coupes
sont montées dans une goutte du colorant. La préparation

est observée au microscope 4 fluorescence., La callose

apparait en jaune.



Mise en évidence de 1'amidon :

Ik 3 8 300 ml d'eau

12 1 g

sur les coupes montées dans ce mélange, 1"amidon

est coloré en bleu foncé, les protéines en jaune.

- v I e, G o - — . o - o

Coloration des composés pectiques de la lamelle

moyenne.

Immerger les coupes dans une solution aqueuse 3

I 7 de rouge de ruthénium.

Les composés pectiques sont colorés en rouge.

e ) Mise en évidence des lipides :

J) Bleu de Nil :

pop——

Utilisé@ pour la mise en évidence des lipides neutres

et des acides gras.

Coloration : IO A 20 mn dans une s5o0lution 32 I % de
sulfate de bleu de Nil., Laver 3 1'eau et différencier

a4 l'eau acétique 4 I Z jusqu'i teinte uniforme.

Rincer et monter,

Les lipides neutres sont rouges ou roses. Les acides

gras sont bleus,

¢) Noir soudan :

Utilisé& pour la mise en évidence de tous les corps

gras, Les coupes sont traitées 30 ¢ dans l'alcool 3C°,

5 30 mn dans une soclution saturée de noir soudan dans

oy

1%alcool 60° ; rincer 30 s dans 1'alcool 60° ; laver i

1'eau et monter dans un milieu miscible a 1'eau.

2
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Tous les corps gras sont colorés en bleu-noir foncé.

3) Bleu de luxol :

Utiliseé poﬁr la mise en évidence des lipides acides.
Les coupes sont trempéec 5 mn dans l'alcool & 95°, 8 heures
a 60°C dans une solution 3 0,I % de bleu de luxol ou
bleu de méthasol solide 2 G dans 1'alcool 3 95°,
Rincer I mn dans l'alcool & 70° ; passer 3 l'eau ,
différencier par une solution aqueuse i 0,05 % de carbonate
de lithium ; rincer 3 l'eau ; déshydrater ; monter :

les lipides acides sont colorés en bleu.

f) Détermination des réserves protéiques :

La ninhydrine est utilisée pour la mise en &vidence des

acides aminfs, des polypeptides et des protéines

Les coupes sont plongées quelques minutes dans une
solution de ninhydrine 0,2 3 0,4 7 que l'on peut diluer 3 volume

8gal avec un tampon phosphate pH 7 et de concentration M/I5.

Les acides aminés, polypeptides et protéines sont

colorés en bleu ou violet intense.

g) Microscopie électronique 3 transmission (M.E.T.) :

Pour les études réalisées en microscopie électronique,
les boutons floraux et les bourgeons de silZne sains et parasités
ont été fixés par une solution de glutaraldéhyde 3 5 7 dans
un tampon cacodylate (pH 7,2) durant deux heures, Apré&s ringage
dans le tampon, ils ont &té postfixés durant une heure dans une
solution de tetroxyde d"osmium 3 2 7 tamponné& par le véronal
sodique, Toute la fixation est réalisée % la température du
laboratoire (21 + I1I°C). Ces boutons floraux sont ensuite inclus
dans 1%araldite selon le protocole habituel (GLAULRT et GLAUERT,

105%). Les coupcs ultra-fines contrastfes scit par 1l'acétate



d'uranyle-citrate de plomb, soit par la technigque de TRHIERY
(I967) pour la mise en é&vidence des polysaccharides, ont été
observées sous une tension de 50 Kv avec un microscope HITACHI

HS 8.,

En outre pour permettre de situer avec précision nos
observations en M.E.T., nous avons systématiquement pratiqué
des coupes semi-fines (I pm) que nous avons colorées par le

bleu de toluidine, selon la méthode de GRIMLEY et coll. (I965).

I) Fixation

Le mélange fixateur se fait juste avant utilisation.

I volume d'une solution aqueuse A 25 % de
glutaraldéhyde,
+ 4 volumes de tampon cacodylate pH 7,5 (1,42 g
pour I00 ml d'eau),

+ I volume d'eau.

Immerger les piéces pendant deux heures pour les
bourgeons et les boutons floraux et 12 heures pour les

microspores et les grains de pollen.

Rincer trois fois (2 h, I h et toute la nuit & 4°C)

dans le tampon cacodylate.

2) Postfixation

——— - — = — -

Mélanger A volume égal quelques millilitres de la
solution d’OsO4 5 2 7 dans du tampon acétate-véronal.

3) Préparation du tampon

" — 1 e > o At e b, B o .

¥ - Solution d'acétate de sodium 0,14 M

1,904 g de CH3 COONg 3 HZO dans 100 ml d'eau

29 - Solution de véronal sodique

2,58 g de véronal sodique dans I00 ml d'eau

3 - HC1 O0,I N

by,
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Le tampon s'obtient en mélangeant : I0 ml solution
(I) + 10 ml solution (2) + 20 ml d'eau, le tout

ajusté 3 pH 7,4 par la solution (3).
Les solutions méres se conservent assez longtemps A
froid.

Fixer les pidces pendant 2 heures en agitant de temps
en temps. Ensuite, faire 3 ringcages de I5 mn chacun

dans l1%eau distillée.

/
Deshydratation :

Dans la sé&rie &thanol (25°, 50°, 70°, 80°, 95°, 2 x 100°)
pendant une heure chacun et toute une nuit dans 1'&thanol.

a I00°C.

Milieu d'inclusion (GLAUERT et GLAUERT, 1958)

Mélanger 10 mlaraldite + I0 ml durcisseur + I ml

phtalate de butyle + 0,55 ml accélérateur.

43 Bains d'inclusion :

—— = - - — -

I volume d'éthanol I00° + I volume d'oxyde de propyléne
45 mn. .

- trois bains de I heure chacun dans l'oxyde de
propyléne pur,

- ﬁne heure dans le mélange (3/4 oxyde de propyléne

+ I1/4 araldite),

- une heure dans le mélange (I1/4 oxyde de propyléne

+ 3/4 araldite),

- 30 mn i 1Tétuve 48°C,.

Inclusion dans des gélules, puls remise 3 1“&tuve
pendant trois jours. Les coupes ultra-fines et semi-fines
sont réalisées A l'ultramicrotome OmU2 avec des ‘couteaux

de verre, Elles sont reprises sur grille en cuivre.
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Les coupes semi-fines (I um) sont colorées par le

bleu de toluidine selon GRIMLEY et coll. (I965). Les
coupes ultra-fines sont contrastées soit par l'acétate
d'uranyle-citrate de plomb, soit par le KMn0O, ou le

4
test de THIERY (1967).

5) Test de THIERY (I967)

Tremper les coupes 30 mn dans l'acide périodique I %.
Lavage soigné dans l'eau distillée ; tremper pendant
5 heures dans du thiosemicarbazide (T S C) a I %,
puils rincer dans 1'acide acétique 10 %7 et dans 1'eau
distillée. Tremper dans une solution de protéinate

d'argent 3 I % pendant 30 mn 3 l'obscurité.

Contrdle : remplacer 1'acide périodique par H,0,

10 7 pendant 30 mn.

f) Acttate d'uranyle-citrate de plomb

e . ————— - —— o —_— —— s —

Tremper les coupes dans une solution d"acétate
d'uranyl 5 % dans 1'alcool 4 50° pendant I5 & 30 mn
(i 1"obscurité), Rincer 3 l'alcool & 50° avec une

pipette.

Tremper dans une solution de citrate de plomb
(REYNOLDS) pendant 5 mn, Lavage 3 l‘eau,

7) KMno,
Tremper les coupes dans ﬁne solﬁtion aqueuse de
KMnO, 2 I %, Lavage 2 l1feau bidistillée, puis 2
l1'acide citrique 3 0,5 Z pendant 30 s puis deux

fois a 1l'eau.

Toutes les coupes ultra-fines sont ohservées sous
une tension de 50 Kv sur un microscone Electronique
HITACHI HS 8. Les coupes semi-fines sont observées

en microscopie optigue.



h) Méthode de détermination des acides aminés libres 3 vartir

de fragments dec tiges de Silene alba et S8.dioica :

Récolter une certaine quantité de fragments de tiges

conserver dans 1"&thanol 95° pendant 7 jéurs, Filtrer,

D

évaporer l'alcool. Reprise dans 50 ml d"eau distillée pour
100 g de matériel frais. Ajouter 50 ml d‘acétate d'&thyle
agiter l'ensemble ; séparer j; recommencer deux fois (l%-acétate

d'éthyle élimine la chlorophylle).

Ajouter 50 ml de chloroforme & la fraction eau ; agiter
décanter -3 séparer -; recommencer trois fois, Le chloroforme

précipite et €limine les protéines.

Si la fraction eau reste trouble, filtrer ou centrifuger
le surnageant renferme les acides aminés libres qui sont

identifiés par un autoanalyseur,

-

»

’



CHAPITRE II1I

GERMIMATION ET ASEPTISATION DES TELIOSPORES D'U. VIOLACEA

Pour étudier les relations hGte-parasites entre

Ustilapo violacea et Silene alba et S. dioica, dans des

conditions d'asepsie rigoureuse, il nous a fallu d'abord
étudier in vitro le développement de la phase haploide,
saprophytique, du cycle du champignon ; cette phase &tant

la seule du cycle,actuellement capable de proliférer en

milieu synthétique, et nous permettant d'obtenir des inoculums
4 pouvoir pathogéne suffisant pour réaliser des infections
artificielles. Elle s'obtient par la germination des

téliospores.

A - GERMINATION DES TELIOSPORES.

Le taux de germination des téliospores, ainsi que
le pourcentage des sporidies conjuguées, ont &té& &valués aprés

I2 heures de culture (tableau I) et apré&s 5 jours (tableau 2).

! : : !
IMILIEUX DE CULTURE : GERMINATION : CONJUGAISON !
1

! : : !
! Eau ; 39 + 3 7 f 23 + 3 7% :
! MURASHIGE et SKOOG : 35 + 1 % : 24 + 1 % !
! SABOURAUD : 16 + 3 7 o 36 + 17 :
! LESCURE : 39 + 2 7 : 26 + 2 % !
! : : !

Tableau I : Pourcentage de germination des téliosporesl

et conjugaison des sporidies compatibles

aprés 12 heures de culture.

48.
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: : !

MILIEUX DE CULTURE : GERMINATION  : CONJUGAISON !
. . '

Eau f 69 + 4 7% f 14 + 3%
MURASHIGL et SKOOG : 43 + 2 % : . 10+ 17 !
SABOURAUD : 56 + 3 % f 8 + 2% !
LESCURE : 59 + 3 1 : I3 + 2 % !
. . {

b s a sew tvm tem v onm e pm

Tableau 2 : Pourcentage de germination des téliospores

et conjugaison des sporidies compatibles

aprés 5 jours de culture.

Les téliospores récoltées dans la nature germent
assez bien dans tous les milieux étudiés (tableaux I et 2).
L'eau, les milieux de MURASHIGE et SKOOG et de LESCURE sont tes
milieux qui assurent une meilleure germination aprés I2 heures
de culture. Le milieu de SABOURAUD est plus favorable 3 la
conjugaison pendant le méme temps (tableau I).
Dans tous les cas, le taux de germination augmente au bout
de 5 jours ; il n'en est pas de méme pour la conjugaison dont
le taux baisse d'une fagon générale, mais surtout dans la

solution de SABOURAUD (tableau 2).

Les téliospores, en germant, produisent un promycélium
qui se divise le plus souvent en deux ou trois cellules, sur
lesquelles se forment les sporidies. Une fois libérées, celles-
ci s'anastomosent deux 3 deux pour constituer un dicaryon
(PL.I - fig{ I). Selon HASSAN et MAC DONALD (I971) 1la
germination peut s'observer dans 1l'eau au bout de 6 heures ;
toutefois, dans nos expériences, ces téliospores ne germent
qu'aprés I2 heures (tableau I), ce qui indique que la
conservation (six mois au laboratoire) retarde cette germination
et explique qu'aprés cing jours (tableau 2), le taux de spores

en germination soit encore Elevé.

Aprés leur formation, les promycéliums se détachent
trés vite et tombent au fond des microcuvettes avec les sporidies.
Une méme sporec peut produire deux promycéliums 3 la fois
les anastomoses s'effectuent, non seulement entre deux sporidies,
mais aussi entre Sporidiés et cellules promycéliennes

d'origines différentes.
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Lorsque la suspension de spcridies est dense, on
peut observer la conjugaison entre trois sporidies différentes
(PL.I - fig. 2, 3) ; inversement, quand les suspensions sont
pauvres, les conjugaisons ont plus de mal i se produire
(PL.I - fig. 6, 7) ; parfois elles ont lieu par de longs
canalicules qui unissent deux sporidies compatibles. Aprés
5 jours de culture, le taux de conjugaison diminue, en raison
peut-eétre de 1'encombrement important de promycéliums qui génént

le déplacement des sporidies et provoquent leur asphyxie.

Les sporidies non-conjuguées, comme les cellules
levuroides, se multiplient activement par bourgeonnement
(PL.I - fig. 6) ; l'eau distillée, seule, quoique Ppermettant

une bonne germination, est incapable d'assurer la proliférationm.

Dix jours plus tard, sporidies et promycé&liums
constituent une masse pateuse de couleur blanchdtre dans les
solutions nutritives de MURASHIGE et SKOOG et de LESCURE, ou
jaunatre.sur celle de SABOURAUD.

D'une maniére générale, on peut noter que la

germination des téliospores d'Ustilago violacea, avec toutes

les phases qu'elle comporte, est possible dans tous les milieux
utilisés ; toutefois, aprés I0 jours, toutes les cultures,

d l'exception de celle réalisée dans 1l'eau, sont envahies

ﬁar les bactéries, ce quil pose le probléme de l'aseptisation

des téliospores.

B - DESINFECTION DES TELIOSPORES RECOLTEES DANS LA NATURE.

Aprés avoir constaté que les téliospores récoltées
dans la nature portent toujours des bactéries, et qu'une
désinfection superficielle du bouton floral non encore é&panoui
n'élimine pas les bactéries, nous avons pensé& nous en débarrasser

en cultivant les téliospores en présence d'antibiotiques.

Les microcuvettes de culture sont maintenues pendant

24 heures & la température du laboratoire.
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La streptomycine (tableau 3) n'inhibe pratiquement
pas la germination des téliospores mais, dans nos conditions
expérimentales, elle laisse subsister les bactéries. Le
chloramphénicol, la terramycine et la polymyxine &galement

utilisds i la dose de 10~ %

g/ml réduisent considérablement la
germination. On assiste souvent 3 1'éclatement des t#Aliospores
et les germes bactériens subsistent, sauf en présence de
polymyxine (BATCHO, 1973). Nous avons donc tenté de réduire la
dose de ce dernier composé, afin d'améliorer le taux de

germination (tableau 4),

! : : : : !
! streptomycine g.l-I : 10-3 : 10-4 : IO'-6 : IO'—8 !
! : : : H !
! : H : : !
! germination 148 + 2 7:79 + 4 7:80 + 2 7:80 + 3 7 !}
t ° 3 . . 1
! : : : : !
! bactéries : ++4+ +4+ 3 +++ 2 ++4+ !
[ « . . . 1
! : : : : !

Tableau 3 : Influence de la streptomycine sur la

—— - - - - -

germination des téliospores d'Ustilago

violacesa.

+ 4 o4 présence de bactéries.

.

] . . . ]
! _ : _ : _ : -6 !
! polymyxine g.1l I : 5.1I0 > : 10 > : I0 !
! : : : !
! : : : !
! germination :I + 0,572 : I+ 0,5 7: 30+T17 !
! : : : !
! : : : !
! bactéries : 0 : 0 : +++ !
! : : : !
! : : : !

Tableau 4 : Influence de la polymyxine sur la germination

des téliospores d'Ustilago violacea.

-5 -1
Des concentrations de 1'ordre de IO 2.1 de

polymyxine sont encore efficaces, mais le taux de germination est
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extrémement faible ; il ne s'améliore qu'en présence d'une
solution plus diluée (10-6) qui, alors,n'est plus efficace

pour é€liminer les bactéries. La prolifération des bactéries

est rapide (7 ou 8 heures), alors que la germination des spores
du champignon est plus lente et nécessite une dizaine d'heures.
Nous avons donc réduit le temps de contact des spores avecC une

solution de polymyxine 2 IO'-5

(tableau 5), en espérant que les
bactéries seraient réduites en temps limité, et qu‘en replagant,
aprés ringage, les spores dans 1 eau distillée, elles pourraient

germer convenablement en condition aseptique.

En 7 heures, la polymyxine IO“5 g.I-I n'élimine pas
les bactéries ; aprés I0 heures, son pouvoir bactéricide est
efficace, mais le taux de germination des té€liospores est
considérablement réduit. Ces différentes méthodes &tant peu
satisfaisantes pour désinfecter les spores récoltées dans la
nature, nous avons alors utilisé un mélange dihydrostreptomycine-
bipé&nicilline I g/I ™M dont le spectre d"activité antibactérienne

est assez large (tableau 6).

Temps d'exposition en

: : : !
: : : 20 !
! heures : 7 : 10 : !
! : : : !
! : : : !
! Germination : 80 + 3 7 : 2 + 1 %o 2 + 17!
1 H H H
! : : :
! Bactéries 4+ 0 :
! :
!

*e se e
20 ss s

Tableau 5 : Aprés I2 heures de culture, germination des

- — -

téliospores ayant sé&journé 7, IO et 20

heures dans la solution de polymyxine.
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!germination
!

! : : : : : !
lantibiotique: -3 -3: -3: -2 ~-2: -21
' g /ml . 0 I0 :2,10 :S.IO . I0 :2.IO . 5.I0 y
! : : : : : : !
! : : : : : !
! d : : : : : !
taux de B0 #3730 #1733 +I7 31 #2%.35 +27°25 +17°0 + IZ,
!

!

!

bactéries +4++

4a 46 ee ss s e es ee s 0 oe o
°8 20 se o =

s 46 29 oce ve o8 ss oe
*9 20 es se as e
e0 #5 ws oce ose oo

“e 42 e ee s ae

1
!
!
!

se o8 s

oo oo

.o

Tableau 6 : Action du mélange dihydrostreptomycine-

bipénicilline sur la germination des

téliospores d'Ustilago violacea aprés 12

heures de culture,

La dihydrostreptomycine-bipénicilline se révéle efficace

3 g/ml), mais le taux de

dans nos conditions expérimentales (I0
germination est réduit (tableau 6). De plus, 3 ces concentrations,

les conjugaisons sont rares et anormales.

- Pour tenter d'éviter ées anomalies morphologiques,
nous avons prélevé des suspensions de t&liospores mises &
germer en l'absence d'antibiotiques ; nous les avons réparties
8 raison de I ml par microcuvette en présence de concentrations
I et IO—-3

d'antibiotiques comprises entre IO g/ml.

Dans ces conditions, les bactéries sont détruites aprés
un traitement de I2 heures, et les sporidies ne présentent pas
de modifications morphologiques , mais, des champignons autres

qu'Ustilago violacea se développent dans les cultures.

Cette méthode n'est donc pas plus satisfaisante que
les précédentes ; si le mélange dihydrostreptomycine-
bipénicilline a un pouvoir bactéricide certain, il est, 3
fortes concentrations, défavorable Z la germination des spores
et, 3 faible concenfration, ne permet pas une culture rigoureu-

sement axénique.

Deux moyens sont alors possibles pour éliminer les
bactéricsy soit par micromanipulation, soit par les techniques
de culture in vityo qui. fervaient fleurir des tiges parasitées
afin d'obtenir des fleurs charbonnées., Nous avons opté pour

cette dernidre mdthode.,



CHAPITRE 1V

FLORAISON DE SILENE ALBA ET S.DIOICA

Nous avons entrepris d'étudier les conditions

de floraison de Silene alba et S.diocica, d'abord pour préciser

certaines caractéristiques de la biologie de ces plantes
dioiques, mais surtout, pour tenter de les faire fleurir
in vitro et, &ventuellement, réaliser des infections

artificielles dans des conditions contrdlées.

A - CULTURE DES PLANTES ENTIERES.

a) en champ :

Les graines de Silene alba et S.dioica récoltées

sur des plantes saines, germent dans la terre et produisent
des plantules de 2 cm environ au bout de deux semaines. Ces
plantules, repiquées en champ 38 la fin de l'automne, é&voluent
rapidement en rosettes, puis restent dans cet &tat pendant
tout l1'hiver. Les rosettes montent et fleurissent au printemps
et durant 1'été. En dehors de ces considérations générales,

observées aussi bien chez Silene dioica que chez S.alba, il

faut préciser que dans la nature, Silene dioica, variété a

fleurs roses, est une plante d'ombre que l'on rencontre dans
les sous-bois, alors que S.alba est presque toujours exposée

dans les champs et au bord des routes.

b) en serre :

Les plantules de Silene alba placées en serre,

éclairées I2 heures par jour, forment des rosettes et restent

a4 ce stade pendant une durée variable, fonction essentiellement
de la température ambiante. En effet, les plantules obtenues

en Octobre, restent en rosettes pendant tout l'hiver et

commencent 3 monter au mois de Mars. Celles qui sont mises en

culture en Février fleurissent en Mai. Celles obtenues en Avril

sont en fleurs au mois de Juin.

54.
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I1 suffit d'ailleurs, en plein hiver, de placer des
rosettes @ 25°C pour obtenir leur floraison deux semaines

plus tard.

En général, les pieds femelles sont plus vigoureux
que les pieds ma@les, mais leurs fleurs s'ouvrent plus

tardivement. Silene alba peut rester en serre pendant plusieurs

années en produisant des fleurs chaque &té.

Les plantules de Silene dioica évoluent aussi en

rosettes, mais restent 3 ce stade pendant deux ans avant de
fleurir. Les plantes en fleurs sont rabougries et portent de
nombreuses fleurs & pétales atrophiés. Leur développement est

plus normal 3 partir de la troisiéme année de culture en serre.

c) culture aseptique des_plantules :

e e — e e e . - - o o o o

Des plantules de Silene alba sont cultivées

aseptiquement & différentes températures. Pour chaque
température, les boutons floraux ou les fleurs ouvertes sont
dénombrés. Une moyenne a été calculée 3 partir de trois
expériences de I0 paniers (24 tubes par panier). Les résultats

sont examinés aprés 30 jours de culture.

Tableau 7 : Effet de la température sur la floraison

in vitro des plantules de Silene alba :

! : : : : !
! Température : Is° 21° 25° 30° !
! : : : : !
! ' : : : : !
y  Boutons floraux : I : 1,71 : 2,02 : 1,53 !
' rpar plantule : : : . '
! : : : : !
: Fleurs ouvertes . 0 . 0,08 0 . 0 '
' par plantule ) . . : '

A I5°, les plantules restent rabougries, avec des
entre-noeuds trés réduits. Elles ne produisent pas de boutons
floraux jusqu'3d la fin de 1'expérience. A 2I°, trés peu sont

restées en rosettes. Celles qui se développent sont plus gréles
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avec des feuilles moins larges que celles des plantules
cultiviées en serre ou en champ. Seul un tube de culture
portait trois fleurs parfaitement épanouies, alors que nous

-

avons obscrveé une moyenne de 1,71 boutons par plante (tableau 7).

Les températures de 25 et 30° provoquent une croissance
rapide des tiges qui atteignent le sommet des tubes de culture,
se courbent et se cassent dans certains cas. A ces températures,
seuls les boutons floraux ont &té observés 3y ils sont d'ailleurs
plus nombreux & 25° qu'Zd toutes les autres températures

(tableau 7).

Les observations faites sur des plantes récoltées

dans la nature nous ont montré la présence de té&liospores

d'Ustilago violacea dans des boutons floraux trés jeunes.
I1 n'était donc pas nécessaire d'obtenir la floraison compléte
pour é&tudicr le phénoméne de castration provoqué par ce parasite

sur les silénes.

Néanmoins, nous avons repris cette &tude & partir
des fragments de tiges comportant un noeud et un ou deux

bourgeons axillaires.

B - CULTURE DES FRAGMENTS DE TIGES SAINES DE SILENE ALBA.

Les travaux de DUBOIS et BOURIQUET (I%74) montrent

que des explantats prélevés au niveau des noeuds de Silene alba

cultivés sur le milieu minéral de HELLER gélosé, avec 5 % de
glucose, ne produisent ni cal, ni racine. Mais, les bourgeons
axillaires évoluent rapidement en tiges feuillées qui, aprés

I5 jours, comprennent généralement trois entre-noeuds et

portent un ou deux boutons floraux. Aprés un mois de culture,
les tiges feuillées remplissent le tube de culture et la plupart

des boutons floraux se nécrosent.

A la suite de ces recherches, nous avons tenté
d'améliorer les conditions d'obtention des fleurs en variant
la teneur en glucose (6 %) et aussi la température (2I + I°C);
puis, surtout, nous avons fait une &tude comparée de la culture

des fragments de noeuds sur le milieu nutritif préconisé par
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MURASHIGE et SKOUG et sur celui de HELLER, pour réduire le
développement végétatif de la plante sans inhiber 1la
floraison. Sur ces deux milieux, les fragments de tiges
-comportant un noeud et un a deux bourgeons axillaires sont

repiqués en position normale, apré&s avoir &té& aseptisés.

La différenciation des premiéres feuilles s'observe
dés le 3éme jour de culture, et le pourcentage de reprise est
comparable sur les deux milieux. (e pourceﬁtage est, par contre,
variable selon le lieu de prélévement des explantats. La
reprise est plus lente et plus difficile avec des fragments
provenant des régions 3gées plus lignifies des tiges, que

pour ceux prélevés dans les régions jeunes.

Tous les fragments qui ont repris ont produit plus
d'un bouton floral (tableau 8). Ces boutons sont plus nombreux
sur le milieu de MURASHIGE et SKOOG, aprés 30 jours de culture
6 en moyenne par explantat provenant des pieds midles et 4 sur

ceux prélevés sur les pieds femelles (tableau 8).

.

! : : !
! MILIEU DE CULTURE: MURASHIGE ET SKO0OG: BHELLER !
1 . : !
] : : : : !
ySexe des explantats MALE | FEMELLE . MALLE | TEMELLE
! 4 : : : : !
jPourcentage de . 82% : 91 % : 81 I : 87 7 |
jreprise . . ]
! : : : : !
Fleurs ouvertes 0,55 0,69 : 0,34 0,20 !
ypar explantat . . 1
: . . 1
,Boutons nécrosés . . \
X s . . 1
et explantat 0,42 : 0,51 P 0,IT 0,34 !
[ . - : . 1
(Nombre de boutons . ¢ o1 . 4,11 : 2,12 1,21 !
;par explantat . \
] . - !
.Teneur en : ‘
! : +++ +4++ ++ : ++ !
!chlorophylle 1
Tableau 8 : Action comparée du milieu nutritif de MURASHIGE

et SKOOG et celui de HELLER sur la floraison

in vitro des fragments de tige de Silene alba

+++ trés chlorophyllienne

++ peu chlorophvlilienne



De plus, sur ce milieu, le nombre de boutons
capables de s'épanouir en fleurs est plus important (PL.II -
fig; 4). 11 arrive souvent que les boutons floraux se forment
ou que des fleurs s'ouvrent directement au niveau des noeuds,
sans développement important de tiges néoformées (PL.II -
fig. I et 5). Mais, généralement, i1l apparait deux i trois
entre-noeuds avant la floraiscn (PL.II - fig. 5). Les tiges
formées in vitro sont vigoureuses avec des feuilles trés
chlorophylliennes. Elles ont une longueur moyenne de 4 cm 3
cause dela réduction des entre-noeuds. La floraison se poursuit,
méme'aprés deux mois sur les ramifications des tiges. Le parfait
€panouissement des fleurs femelles (PL.II - fig. 4 et 6) ou
males (PL.II - fig. 2), et leur nombre important par explantat,
montrent que ce milieu et les conditions de température, de
lumiére, en plus du taux de glucose, sont sans doute favorables

da la floraison de Silene alba.

_ Le milieu de HELLER permet plus rarement la production
de fleurs et tré&s peu par explantat (PL.II- fig. 3). Le
nombre de boutons est plus faible, les tiges- sont plus gréles
et les feuilles moins chlorophylliennes. La nécrose
généralisée qui intervient aprés trois semaines environ de
culture, montre que ce milieu, qui est essentiellement minéral,

est moins favorable 3 la floraison.

Alors que dans la nature, des plantes en fleurs
ont une taille de 80 cm environ (PL.X - fig. 5), les techniques
de culture in vitro nous ont permis d'obtenir, sur un milieu
dépourvu de phytohormone et en photopériode longue,

la floraison de Silene alba dans des conditions satisfaisantes.

-

L'induction florale étant réalisée dans la nature 3 partir de
plantes entiéres, nous avons seulement ré&duit le développement
végétatif des fragments de tiges, en tenant compte de la taille

de nos tubes de culture (I6 cm), sans inhiber la floraison.

Les travaux de WELLENSICK (I975), puis ceux de
CLELAND et ZEEVAART (1970) ont montré que, chez certaines
silénes, la floraison et 1'@longation des tiges sont deux
processus différents, séparément contrdlables. L'obtention

in vitro de fleurs de Silene alba, sans développement

important de pédoncule floral (4 cm) confirme les observations

de ces auteurs.

58.
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C - ORTENTION TN VITRN DES FLEURS DE SILENE ALBA FET S.DIOICA
PARASITEES PAR USTILAGO VIOLACEA.

Les travaux de MOREL (I948) indiquent que la culture
d'organes contenant le mycélium parasite est un moyen d'obtenir
in vitro, la culture de ce parasite. Apré&s avoir défini les
conditions de floraison in vitro des fragments de tiges provenant
de plantes saines, nous avons repris la méme expé&rience 2
partir des fragments de tiges provenant de plantes parasitées
dans la nature, en espérant que les fleurs obtenues in vitro

seraient charbonnées.

a) Silene dioica parasité

- —— e S - G S Gm S2a . . G- S Y =3 Sa

Oue les fragments de tiges proviennent de pieds miles
ou femelles, leur développement est rapide (environ 7 cm en
I5 jours) (PL.III - fig. 2). La vigueur de ces tiges, la taille
et la couleur des feuilles formées in vitro sont tr&s peu
affectées par la présence du champignon. Le nanisme des plantes
parasitées signalé par BAKER (I948), puis EVANS et WILSON (I971)

n'est donc pas un phénoméne général.

Comme pour les plantes saines, des boutons floraux
et des fleurs apparaissent sans un développement végétatif
important (PL.III - fig. I, 3, 5). Les deux expériences que
nous avons réalisées, comportant chacune 10 paniers de 24 tubes
de culture, ont permis de constater que les premiéres fleurs
charbonnées apparaissent environ I3 jours aprés la mise en
culture. Nous avons dénombré les fleurs parasitées (tableau 9)

au bout de 30 jours.

Les explantats prélevés sur les pieds ma@les produisent
plus de fleurs (ou de boutons floraux) (PL.III - fig. 2) que
ceux provenant de pieds femelles (PL,.IV - fig. 4 et 6) ; ils
sont d'ailleurs plus précoces, ce qui confirme ce que nous
avons observé pour les fleurs saines et dans la station ol nous

avons récolté les plantes parasitées.
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SEXE : MALE : FEMELLE

-
“s Jou

Pourcentage de reprise des

par explantat

; !
! !
' !
1 . '
t . _ ; c !
! explantats . 87 7 . 81 7 !
1 . ) |
; Pourc tage d'e lantat a t : : !
en Xp ntats yan

| ; : )
, produit des fleurs : 85 Z : 80 7 ;
! : ; i
! Pourcentage d'explantats portant : . 1
! des fleurs parasitées . 73 7 . 42 7 |
1 . . \
' ; : '
, Nombre mecyen de fleurs épanouies : 6 ' 9 4 X
, par explantat ; ; ’ i
1 . : !
! Nombre moyen de boutons floraux : 3 : I !
! : : !
! : : !
! . .

Tableau 9 : Etude de la floraison in vitro de fragments

—— . —— —

de noeuds de Silene dioica parasitées.

Parmi les fleurs obtenues in vitro, 73 7 des miales
(PL.ITII) et 42 Z des femelles (PL.III) manifestent la présence

d'Ustilago violacea. Ces fleurs ont des pidces périanthaires

(5 sépales, 5 pétales) normales, mais la morpholeogie de leurs
piéces reproductrices est profondément modifiée par la présence
du champignon. Les fleurs mdles ont des anthéres qui renferment

les téliospores d'Ustilago violacea 3 la place des grains de

pollen. Les fleurs femelles ont un ovaire réduit et stérile,
tandis que les organes miles, habituellement atrophiés, se
développent en &tamines (remplies de téliospores), qui leur
donnent 1'aspect de fleurs hermaphrodites. Ces observations

sont analogues & celles rédalisées dans la nature, sur des plantes

entiéres (BAKER, I948),

Signalons enfin que certains explantats, bien que
provenant de plantes parasitées, ont produit des fleurs saines,
ce qui laisse supposer que, sur une plante parasitée, il peut

exister des rameaux indemnes -
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b) Silene alba parasit?

- e e o v o Do am e -

Dans des conditions analogues A celles utilisées pour

Silene dioica, nous avons cultivé des explantats prélevés

sur des tiges parasitées de Silene alba (tableau I0 - PL.IV).

[,

par explantat

: : !
! SEXE : MALE : FEMELLE !
! : : !
! : : !
! Pourcentage de reprise des : : !
! explantats : 90 % : 88 % !
! : : !
i Pourcentage d'explantats avyant f 95 9 i 58 ¥ i
, produit des fleurs : : ° |
! : ; i
! Pourcentage d'explantats portant : : !
! des fleurs parasitées : 85 7 : '8 % !
! : : !
! . - . : : !
. Nombre moyen de fleurs épanouies . 1,42 . 1,31 y
, bar explantat . . 1
! H :
! Nombre moven de boutons floraux : :
: - . 5,60 4,25
! :
! :

. tam bem cem

Tableau I0 : Etude de la floraison in vitro de fragments

de noeuds de Silene alba parasité.

Les premiers boutons floraux apparaissent aprés
I5 jours de culture, mais se nécrosent le plus souvent. Par
contre, ceux qui se forment ultérieurement sur des pousses

latérales donnent des fleurs charbonnées (PL.IV - fig. I, 2).

Avec cette espéce, les résultats sont moins

spectaculaires qu'avec Silene dioica, car la floraison obtenue

in vitro est moins abondante.

Quoi qu'il en soit, 85 7 des pieds males et 78 7 des

pieds femelles &taient parasités par Ustilago violacea aprés

deux meois de culture.
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Ustilago violacea se développe donc in vitro comme

dans les conditions naturelles. Jusqu'd présent, il semble
que l'on n'ait pu cultiver ce champignon sur milieu synthétique
que sous sa forme asexuée, lévuroide ; il se multiplie alors

par bourgeonnement.

La méthode que nous venons de mettre au point permet

d'obtenir dans un temps relativement court (deux semaines),
et dans des conditions aseptiques, des fleurs parasitées de siléne
en 1971, HASSAN et MAC DONALD avaient étudié le phénom&ne en
cultivant les plantes parasitées dans la nature ; ils n'obtenaient

les fleurs charbonnées que cing A dix mois plus tard.

Soulignons enfin que notre méthode permet de recueillir
aseptiquement des téliospores et résout ainsi le probléme de

leur désinfection.

.
>



de fragments de tiges de siléne nous ayant permis d'obtenir

des téliospores dans des conditions aseptiques,

CHAPITRE V

=Z=ssS=sSE==

COMPATIBILITE ET CROISSANCE DES SPORIDIES

Les méthodes de culture in vitro des plantules ou

il nous était
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possible d'envisager leur culture pure, d'étudier les conditions

de croissance et de conjugaison chez ce champignon, et de

réaliser des inoculums pour infecter les plantes saines.

A

- COMPATIBILITE DES SPORIDIES.

Les téliospores obtenues in vitro germent et se

transforment en une suspension blanchatre, régulidrement

entretenue sur le milieu de LESCURE. Cette culture constitue

la souche B 3 partir de laquelle I7 clOnes ont &té isolés.

Nous avons apparié ces cldnes 2 3 2 et, 24 heures plus tard,

identifié les méflanges renfermant des sporidies conjuguées

(tableau II).

° . . - -
. . . . .

! !
! . . . . . . . . . 1
X couples .I-1572-20 4-86-17.7-1I8 8-9.10-III2-I316-1IC
i : : !
! dicaryoen : 00 : o : 0o00: 0O : O (00 : @ : 00¢: o0oO!
! : : : : : : : : : !
! : : : : : : : : !
Tableau II : Détermination des cldnes compatibles

- - ——— - — -

d'Ustilago violacea.

00 cldnes compatibles

oo cldnes non-compatibles

Parmi les c¢clOnes compatibles, nous en avons choisi

six pour une &tude de polarité des sporidies (tableau I2).
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.

! : . : : : : !
. N° : 1 ; 6 : 8 : 9 : I5 17 '
! : : : : : : !
; I ©c o ., 00 ) 00 . o0 o 00 . ©0 o '
! : : : : : !
\ 6 w . oo . oo | ® . oo 00 .
! : : : : : T !
' 8 . 00 . oo oo . © . ©0 o 00 1
! : : : : : 3 !
) 9 . 0o . X 00 . o o | 00 . o o 1
! : : : : : : )
' I5 : oo} . oo . oo @ . oo © \
! : : : : : : !
' 17 . oo | o0 i ® . oo ® . oo '
Tableau I2 : Etude de la polarité entre 6 clbnes
o] clOnes compatibles
oo cldnes non-compatibles

Sur les 36 combinaisons possibles avec les 6 cldnes
compatibles, I8 mélanges contiennent des conjugaisons, soit
50 Z du total. Il semble donc que, d'une maniére générale,
pour deux couples compatibles, la sporidie (+) du premier
puisse se conjuguer avec la sporidie (-) du‘second, et vice

versa. Elles sont donc bipolaires.

De tous les clOnes compatibles isolé&s, nous n'avons
conservé (par repiquages réguliers) que les B.I74 ; B.I574,
puls les B.874 et B.974 ; ces deux derniers ont &té plus

particuliérement étudiés.

B - CROISSANCE DES SPORIDIES SUR DIFFERENTS MILIEUX DE
CULTURE.

Aprés isolement des cldnes et détermination de leur
compatibilité, il était nécessaire de rechercher le milieu
favorable qui permettraié de les conserver'longtemps en culture.
En conséquence, nous avons étudié la croissance des deux
cldnes compatibles B.874 et B.974 que nous avons comparés
i un autre cldne de' 1la mycothéque de BAARN (Hollande), et qui
porte le numéro 438-34, Ce dernier, isolé en I934 (PL.X - fig. 6)

a perdu tout pouvoir pathogline. Les mémes milieux utilisés pour
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la germination des téliospores ont &té repris ici pour 1la
croissance des cl3nes, afin de déterminer lequel assurerait

aussi bien la prolifération du champignon que celle de son hdte.

Les résultats, aprés trois semaines de culture, sont

réunis dans le tableau I3.

« oe

1 1
1 1
! 1
1 . Y s 1
; MILIEUX NUTRITIFS : 438-34 : B.974 : B.874 ;
1 TEmTmEL e LT T TS Ty T '
) . PF . PS . PF ' PS . PF . PS ,
! : : : : : : !
! SABOURAUD :5,860:1,480:4,950:1,073:4,881:1,066!
! : H : s H : !
! . . N . o ]
. MURASHIGE et SKOOG ‘ ’ : : : ‘ :
1 . . . . . .

; complet :5,ASO:I,19014,493:0,981:4,238:0,1255
! : : : : : ; i
! LESCURE :5,484:1,198:4,378:0,956:4,731:1,033!
! : : : : : : !
t . . . . . . |
! ¢ P : : : : : !
y MURASHIGE et SKOOG 4 515:0,112:0,312:0,068:0,349:0,076!
: minéral . . . . X . |
1 : : : : : : !
! CZAPECK :0,431:0,094:0,372:0,081:0,322:0,070!
! : : : : : : !
' . . . . . . !
; HELLER :0,481:0,105:0,339:0,074:0,312:0,068;
|

.
-

Tableau I3 : Etude de la croissance de trois souches

d'Ustilago violacea sur différents milieux

de culture.

PF poids frais

PS poids sec exprimés en g

Aucun des milieux minéraux (HELLER, CZAPECK, MURASHIGE
et SKOOG minéral) n'est favorable A la croissance des souches.
Le milieu de MURASHIGE et SKOOG complet et celui de LESCURE
conviennent aussi bien que celui de SABOURAUD wutilisé
habituellement pour 1l'entretien des souches de champignons. Il
faut cependant signaler que la morphologie des sporidies est

trés modifiée sur le milieu de SABOURATUD.
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Les substances phytohormonales (2.4 D et Kinétine)
contenues dans le milieu de MURASHIGE et SKOOG ont peu d'effet
sur la croissance des souches. Du reste, ces substances ne sont
pas indispensables pour le champignon qui pousse aussi bien sur
le milieu de LESCURE dépourvu de ces phytohormones. Les

vitamines autres que la vitamine B c'est-d~-dire l'acide

IS
nicotinique, la pyridoxine et 1'inositol, ne sont pas non plus

indispensables.

Le milieu de LESCURE et celui de MURASHIGE et SKOOG
étant tous les deux favorables (tableau I3), nous ne retiendrons
pour la suite des travaux qué le premier, pour sa simplicité,
le second étant relativement complexe puisqu'il renferme des
€léments minéraux et organiques ainsi que des facteurs hormonaux.
La solution de SABOURAUD, bien que favorable au champignon
(tableau I3) ne peut assurer la croissance des tissus isoléds de
siléne (DUBOIS, 1975) et, de ce fait, ne permet pas la culture
simultanée de 1'hdte et du parasite. Enfin, les trois souches

d'Ustilago violacea proliférent de la méme fagon sur les différents

milieux &tudiés, car les quantités recueillies 3 la fin de
l'expérience sont presque semblables pour les deux cldnes
compatibles, 1la souche de BAARN avant une vitesse de crcissarmnce

légérement supérieure.

C - IMPORTANCE DE LA SNUPCE DE CAPRONE.

Afin d'améliorer la croissance des souches, nous
avons recherché parmi les oses, la source de carbone qui assurerait
une meilleure culture. Ainsi, au milieu de LESCURE, nous avons
ajoutd différents sucres A raison de 30 g/l comme dans les
milieux précédents. Deux cultures de I5 jours ont &té réalisées,
les résultats exprimés en gramme de mati&re fraiche sont réunis

dans le tableau I4.
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S OUCHES
SUCRE : :

fructose : 4,085 : 3,711 : 3,789

!

!

i B.874 B.974 438-34 !
! !
: : L -
! galactose : + : + : + !
: amidon 3 - f - f - :
; xylose ; - ; - ; - !
i lactose ; - ; - f - f
! raffinose : - : - : - !
: arabinose ; 0,595 ; 0,995 ; - 3
! tréhalose : 4,681 : 3,726 5,225 !
. maltose ;3,785 1 3,708 6,738 |
! mannitol : 5,125 : 4,545 : 8,872 !
}  cellobiose Poor,127 1 1,370 - !
! glucose : 3,448 : 3,253 : 3,945 !
| saccharose ; 4skes 3,273 4,556 !
! !
! !

Tableau I4 : Culture de trois souches d'Ustilago violacea

—— - -~

sur milieu de LESCURE, avec différentes

sources de carbone. La valeur de la croissance

est exprimée en grammes.

Les sucres tels que le galactose, le xylose, le lactose,

le raffinose, l'amidon, l'arabinose et le cellobiose sont

extrémement toxiques pour les trois souches d'Ustilago violacea.

A 1l'exception du cellobiose, ils le sont aussi pour les
suspensions cellulaires de Silene alba, hBte naturel d'Ustilago

violacea (BRASSART et COLL., I977). Le maltose et le mannitol

favorables aux trois souches sont toxiques pour les cellules

des silénes.

Parmi les diholosides, seuls le tréhalose et 1le
saccharose, puis les hexoses tels que le glucose et le fructose,
assurent une bonne croissance des souches sans 8tre défavorables
aux suspensions cellulaires des silénes, Mous avons alors retenn
le saccharose qui est habituellement utilisé& pour l'entretien

des cultures de tissus isclés de Silenec alba (DUBOIS, 1975).



§4100ml

® Bsis

———fl B 974

PF

438 34

Bara
—J E374
}PS

43834

6

10 ¢ Saccharose

20 s Influence de la teneur en saccharose sur

O

la croissance en milieu licquide agit# de

trois souches d'Ustilago violacea,




68.

D - IMPORTANCE DE LA TENEUR EN SACCHAROSE.

De la méme fagon que précédemment, la croissance des
souches a été étudiée dans le milieu de LESCURE, avec différentes
concentrations de saccharose, afin de déterminer la meilleure

dose.

Les doses de saccharose inférieures 3 I 7 assurent une
faible croissance pour les trois souches, bien que la souche
de BAARN (438-34) ait une croissance supé@rieure 3 celle des
deux cldnes compatibles. Cela signifie que la vitesse de
croissance de cette souche de BAARN est plus grande & faibles
doses de saccharose (fig. 3) ; cette vitesse baisse rapidement
pour des concentrations supérieures 3 I Z, puis s'arréte i

4 7 ol l'optimum de croissance est atteint.

Quant aux cldnes B.874 et B.974, ils proliférent moins
vite pour les faibles doses (inférieures 3 I 7Z), mais la
vitesse de croissance diminue moins vite pour les concentrations
supérieures 3 I %, ce qui fait qu'a 1l'optimum (4 7 de saccharose),
leur croissance est plus importante que celle de la souche

de BAARN (fig. 3).

En dehors d'une légére diminution observée 3 partir

de 6 7 pour cette derniére souche, aucune inhibition n'est

-

4 noter pour les cldnes compatibles, méme pour des quantités
égales 3 100 g de saccharose par litre de culture. Nous

f=

utiliserons, pour les cultures ultérieures, la dose moyenne

de 30 g/1.

E - IMPORTANCE DE LA TENEUR EN VITAMINE BI.

Les travaux de SCHOPFER et BLUMER (I938) avaient
déja signalé 1l'importance de la vitamine BI comme facteur de
croissance des espéces du genre Ustilago. Au cours de travaux
récents (BATCHO, I976), nous avons montré que la présence de

cette vitamine favorisait la croissance d'Ustilago violacea,

méme sur des milieux minéraux.
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I1 est donc important de déterminer la dose qui

assurerait la meilleure croissance des souches étudiées.

Différentes doses de vitamine BI (sous forme de
chlorhydrate de thiamine) sont ajoutées & la solution nutritive
de LESCURE contenant 3 7 de saccharose. Les observations faites

aprés I5 jours de culture sont illustrées par la figure3 bis.

Comme pour la source de carbone, la vitamine BI est
indispensable au développement du champignon, puisque son
absence empéche toute prolifération. Elle agit i trés faible
dose, mais la croissance est trés faible pour les concentrations

? g/l. Au-dessus de cette dose, la croissance

inférieures a 10
est trés active jusqu'i 10-8, oi l'optimum est atteint pour les
trois souches. Cette fois, c'est plutdt la souche de BAARN

(438-34) qui a la plus grande vitesse decroissance puisqu'elle

est quantitativement plus importante 3 l'optimum de croissance.

P - -6 2 s .
Les doses supérieures a IO g/1 réduisent cette croissance,

et on observe une certaine toxicité pour les trois souches

3 2 . .
g/l. Néanmoins, nous conservons pour l'entretien

6

i partir de I0
de ces clbnes, la concentration de IO = g/l habituellement

ajoutée au milieu de LESCURE.



70.

CHAPITRE VI

INFLUENCE DE QUELQUES FACTEURS SUR LA CONJUGAISON DES SPORIDIES
COMPATIBLES.

Aprés avoir défini le milieu d'entretien et les
exigences des souches, nous avons étudié la conjugaison entre

les sporidies compatibles.

Nous avons, d'une part, déterminé le taux de conjugaison
(Cg. %Z) a partir d'un ou plusieurs comptages d'environ I000 Cellules

chacun :

sporidies conjuguées X 100

Cg. 7 = e ; ~ e -
sporidies conjuguées + végétatives

Pour établir ce pourcentage, nous n'avons pas tenu
compte des sporidies conjugant par 3 (comptées pour 2), ni

des bourgeons encore attachés sur les sporidies végétatives.

D'autre part, les cultures cldnales ne renferment que
des sporidies isolées se multipliant par bourgeonnement.
Nous avons, grdce 3 leur homogénéité et 3 leur faible taille
(4,3 x 3 pm) évaluer la croissance végétative des cultures
par la mesure de la D.0.(densité optique). Celle-ci s'effectue
a 550 nm, sur une partie aliquote des cultures diluée dix
fois (dans certaines expériences, la lecture est effectuée sans

dilution).

La croissance des microcultures mixtes a également &té
appréciée par la mesure de la D.0. aprés dilution au I/IO0e.
Il est évident qu'elle a une signification trés différente
de la croissance végétative mesurée sur les cultures cldnales.
Ces mesures sont toutefois nécessaires pour apprécier 1la
viabilité des sporidies, en particulier, lorsqu'on les place

dans un environnement leur &tant défavorable.
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A - CINETIQUE DE LA CONJUGAISON.

A partir de sporidies (clOnes B.B874 et E.974)
cultivées séparément pendant 48 heures en milieu liquide agité,
on réalise une série de microcultures mixtes. Pour cela,
on mélange 0,5 ml de chacune des suspensions cldnales dans une
microcuvette recouverte d'une lame de verre et placée dans une

boite de Pétri. Ces boltes sont mises & l'obscurité & 20 + I°C.

La conjugaison se déroule en trois temps :

Stade I = Appariement : deux sporidies de signe contraire se
rapprochent et se déplacent ensemble dans le milieu
liquide, sans toutefois qu'il y ait de contact entre-
elles. Les premiers appariements se produisent en deux

heures.

Stade_2 = Accolement : aprés trois heures de culture mixte, les
sporidies s'accolent par paires, sans qu'on puisse
distinguer si elles sont réellement soudées.

Des observations en microscopie é€lectronique (CUMMINS
et DAY, I1974) ont montré qu'3d ce stade, les parois sont
soudées, alors que les plasmalemmes sont encore

séparés.

Stade 3

Développement du tube de conjugaison : aprés 5 heures,
les premiers tubes de conjugaison apparaissent entre
les sporidies accolées ; ils s'allongent dans les
heures qui suivent pour atteindre une taille égale

34 celle des sporidies (4 & 5 am).

Le pourcentage de conjugaison a été déterminé en
tenant compte des couples de sporidies ayant formé& un tube de
conjugaison (Stade 3 - PL.I - fig. I). Il a &té &valué pendant
72 heures de culture, d'abord toutes les heures, puis 3
intervalles plus espacés (tableau I5). Ce pourcentage est nul
pendant les 4 premiéres heures, puis augmente rapidement entre
la 58me et la I2éme heure de culture ; le taux maximum est atteint

24 heures aprés la mise en place des microcultures.
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Nous avons également observé que les sporidies conjuguent

aussi lorsqu'on les dépose en mélange 3 la surface du milieu
nutritif solidifié par de 1'agar (8 %Z). POON MARTIN et DAY

(1974), qui utilisent de 1'eau gélosée comme milieu de conjugaison,
obtiennent les premiers tubes (2 h 3 2 h 30 aprés avoir mélangé

les cldnes compatibles). Néanmoins, apré&s I2 ou 24 heures de
culture en milieu liquide, les taux de conjugaison que nous
obtenons sont supérieurs 3 ceux qu'ils dénombrent sur de 1'eau

-~

gélosée (respectivement 70,9 et 87,2 7 pour environ 50 3 70 %).

En méme temps, la prolifération des cellules a été &valuée
en mesurant la D.0O. des microcultures diluées I0 fois. Elle
est rapide entre la 2éme et la 5&me heure. D&s qu'un grand
nombre de sporidies sont accolées, elle est ralentie, sans
doute parce que seules les cellules végétatives bourgeonnent
activement. D'ailleurs, dans des cultures en gouttes pendantes,
lorsque les sporidies sont trop €loignées les unes des autres,
on observe aprés 5 ou 6 jours, de nombreuses petites colonies
végétatives bien séparées et provenant du bourgeonnement des
sporidies isolées. Par contre, dans les cultures riches en
sporidies, oli les conjugaisons sont nombreuses, ces colonies

végétatives sont presque inexistantes.

On comprend donc que la croissance se ralentisse dés
que le taux de conjugaison augmente. Aprés 24 heures, il ne
reste dans les microcultures qu'environ I0 3 I5 % de sporidies

non conjuguées ; la croissance est alors trés faible.

B - VARTATION DE L*APTITUDE A CONJUGUER AU COURS DE LA
CROISSANCE.

Des flacons renfermant chacun 200 ml de milieu
nutritif sont ensemencés 3 la densité de 3.IO6 cellules/ml
avec les clOnes B.874 et B.974 provenant d'une culture dgée
de 7 jours, puis placés a4 20 + I°C sur un agitateur rotatif.
Toutes les 24 heﬁres, on mesure la croissance et on prépare
des microcultures mixtes que l'on place & l'obscurité 2

20 + I°C. Le taux de conjugaison déterminé 24 heures plus tard
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TEMPS (h) : CONJUGAISON (%) : CROISSANCE (D.O.)

s i,

! !
! !
! !
! : !
i 0 3 0 +0 f I1,5 + 0,5 i
% 1 : 0+ 0 : S I1,5 + 0,5 !
! . N ]
3 2 0,I + 0,1 : 12,0 + 1,0 !
. . 1

é 3 0,1 + 0,1 : 13,5 + 0,5 i
% 4 ; 0+ 0 : I5,5 + 0,5 5
. . 1

g 5 6,3 + 5,1 17,0 + 0,5 !
. . 1

% 6 ; 27,8 + 17,8 ; 17,0 # 0,5 i
. . ]

% 9 ; 58,6 + I2,I ; 18,5 + I,5 ;
é 12 70,9 + 9,0 20,5 + I,5 :
. . 1

% 24 ; 87,2 + 3,8 : 29,0 + 5,0 i
. . !

% 48 ; 81,8 + 3,2 ; 32,5 + 3,5 %
i 72 ; 80,3 + 8,0 ; 36,0 + 4,0 i
Tableau I5 : Evolution du pourcentage de conjugaison

et croissance d'une microculture mixte

(clbnes B 874 et B.974) d'Ustilago violacea,

-

3 1'obscurité et 3 la température de 20 + I°C

et les mesures de la croissance, effectuées 3 partir des

cultures cldnales, sont rapportés sur la figure 4.

La croissance des sporidies est rapide iusqu'au 4&me
jour, puis beaucoup plus lente. A partir du 72me jour, on
observe un plateau correspondant 3 une phase stationnaire

pouvant se prolonger pendant une semaine.

L'aptitude 3 la conjugaison; qui est trds élevée dans
les cultures les plus jeunes, diminue entre le 28me et le 3é&me
joﬁr, puis plus lentement par la suite. Au cours de la phase
stationnaire, les sporidies sont pratiquement incapables de

conjuguer, La diminution trés rapide de leur aptitude 4
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conjuguer semble liée A trois facteurs au moins :

-~ 1'3ge des sporidies;
- la densité des cultures;

- la composition du milieu nutritif.

Il est évident que la croissance végétative s'accompagne
de la consommation d'un certain nombre d'éléments qui peut
entrainer des déséquilibres ioniques, une modification du pH

et méme des carences.

Par ailleurs, en vieillissant, les cellules rejettent
dans le milieu des substances diverses, dont certaines pourraient
favoriser ou inhiber la conjugaison. Avant d'analyser 1l'action
propre de chacun de ces facteurs, nous déterminerons les effets
de la température et de la lumiére qui jouent un réle important
sur la sexualité des champignons (BECERESCU, 1973 ; KRAJNY, 1974 ;
HUGUENIN, I974 ; DEHORTER, 1I972), mais dont les effets sur 1la

conjugaison d'Ustilago violacea sont peu connus.,

C - FACTEURS PHYSINUES CONTROLANT LA CONJUGAISON.

a) Température :

Des sporidies dgées de 48 heures (clOnes B.874 et B.974)
sont séparées de leur milieu de culture par centrifugation
(I5 mn 3 9000 g), rincées a8 1l'eau distillée et remises en
suspension 3 la concentration de 22.106 cellules/ml dans du
milieu neuf. On mélange alors 3 volume &gal les deux clOnes
compatibles et on introduit I ml de ce mélange dans une série
de microcuvettes, elles-mémes placées dans des boites de Pétri.
Ces derniéres sont placées 3 1l'obscurité dansAdes enceintes

dont les températures s'échelonnent entre 2,5 et 40°C.

Aprés 24 heures de traitement, on constate que les
températures stimulant le bourgeonnement ne sont pas les mémes
que celles qui favorisent la conjugaison (fig. 5). A 2,5°C, le
taux de conjugaison est trés variable mais toujours faible ; le

bourgeonnement est trés faible également. Les températures les
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plus favorables 3 la conjuegaison sont comprises entre 15 et

20°C (optimum A 17,5°C). Au-dessus de 20°C, le taux de conjugaison
diminue trZs rapidement, il est pratiquement nul 3 partir de 25°C.
La croissance des sporidies est stimulée par les temp&ratures
moyennement dlevées. Ceclle de 25°C, pour laquelle la croissance
est optimale, provoque des modifications de la morphogenése.

Apr3s 48 heures, on observe dans des microcultures de nombreuses
chainettes linéaires ou ramifiées formées de 3 a3 8 cellules
accolées (PL,I - fig. 5). Aprés 4 jours, ces "chalnettes"
commencent a8 se dissocier et un certain nombre de cellules
commencent 3 s'engager sur la voie de la reproduction sexuée.

A partir du 5&me ou du 6&me jour, les accolements sont nombreux

et on observe des conjugaisons dont le pourcentage varie selon

les cultures, mais qui se caractérisent le plus souvent par un

tube de conjugaison relativement court (PL.I - fig. I).

Les tempédratures de 25 a 30°C n'inhibent donc pas la
conjugaison : elles en ralentissent considérablement les
processus. On comprend que dans ces conditions, aprés 24 heures
de culture, le bourgeonnement soit beaucoup plus important.

A 35°C, les cellules ne se divisent plus et meurent trés

rapidement.

Des cultures placées 3 25 et méme d 30°C pendant 24 heures,
puis remises 3 la température de I7,5°C, présentent 24 heures
plus tard, des taux de conjugaison &levés. De méme, des sporidies
laissées 24 heures 3 2,5°C et remises A 17,5 ou A& 20°C conjuguent

tout a4 fait normalement 24 heures aprés leur transfert.

b) Lumiére :

Pour déterminer l'influence de la lumi&re sur le déroulement
de la conjugaison, nous avons préparé une série de microcultures

mixtes analogues & celles utilisées pour analyser les effets

sor

de la température. Une partie des cultures est placée
1'obscurité % 20 + 1°C ,1"autre regoit en plus de la lumiére du jour,
un éclairement continu d'environ IN00O lux fourni par des tubes
1ﬁminescents (type lumidre de jour de luxe). Le taux de

conjugaison et la crcissance, apr?®s 24 heures de traitement, sont
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les mémes 3 la lumidre qu'3 1'obscurité (tableau 16).

! : !
! FACTEURS PHYSIOUES CONJUGATISON . CROISSANCE !
: pA . (D.0.) '
! : : !
! Lumiére : 60,8 + 2,6 : 27,0 + 2,0 !
! : A - !
! Obscurité : 61,5 + 2,2 : 28,0 + 3,5 !
! : : ~ !
Tableau I6 : Effet de la lumiére sur la conjugaison

et la croissance des sporidies d'Ustilago

violacea.

D - FACTEURS PHYSIOLOGINUES.

Pour étudier les effets de 1'3ge des sporidies, nous
ensemengons trois séries de microcultures avec des cellules
provenant de la culture des cldnes B.874 et B.074 3dgés de 2, II
et I9 jours. Les cultures mixtes sont préparées dans les mémes
conditions que pour les expériences précédentes, A la densité
initiale de 22.IO6 cellules/ml. Elles sont placées a 1l'obscurité

3 la température optimale de I7,5°C.

6, 9, I2 et 24 heures apr®s la mise en place des
microcultures, on détermine le pourcentage des cellules
parvenues aux différents stades de conjugaison précédemment
définis.

L'8ge des sporidies modifie la dynamique de la conjugaison
(fig. 6) . Aprés 6 heures, seules les sporidies les plus jeunes
parviennent au 3éme stade (45,6 7 des cellules de deux jours).
Aprés 9 heures, 69,8 7 des sporidies &gées de II jours y
parviennent &galement, alors que la plupart de celles prélevées
3 I9 jours sont encore au stade 2. En 24 heures, 68,3 7 des
sporidies les plus &gées sont A leur tour au stade 3. La
conjugaison se déroule donc d'autant plus lentement que les
cellules mises en contact sont plus dgdes, mais apras 24 heures,

les pourcentages de conjugaison (stade 3) différent peu.
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Ils sont toutefois un peu plus faibles lorsque les cellules

ont plus de II jours.

L'3ge des sporidies ne modifie pas la croissance

(tableau 17).

' DuREE ° AGE DES SPORIDIES ENSEMENCEES ;
. DE LA . ;
i CULTURE(hZ microcultures mixtes ; cultures cldnales i
i P2ty D19g. 25, D12 4. %22 g, i
; 0 ooz P 13t o5 Y06 fos,s |
! 6 . IS5 : 14 : I5,5 : 08,5 : 09 : 08,5 I
f 9 P16 14,5 7 - % 10,5 P10,5 ' 10 ;
! I2 . 17 : 16,5 : 18 : 13 : T2+ II !
! 24 23 f o220 Y a4 Y 20 P22 % 19 )
! 48 : -+ - i - i 40 : 80 i 69 1
i 46 ; - - P - 1as Praa,s }oazs i
1 1

Tableau I7 : Effet de 1'3ge des sporidies sur la
croissance (mesurZe par la D.0.) de
microcultures mixtes et de cultures cldnales

d'Ustilago violacea.

'En particulier, on ne constate pas d'augmentation de la phase

de latence comme c'est le cas pour des cellules isolées de
nombreuses plantes supérieures (DUBOIS, I975). Dans les
microcultures, la croissance n'est pas ind&pendante des

phénoménes sexuels puisque le ralentissement de la conjugaison,
lorsque les cellules sont 3gées, semble favoriser le bourgeonnement.
Dans les cultures clOnales, en milieu liquide agité, ol il n'y

a pas conjugaison, 1'Zge des cellules ne modifie pas la croissance
tout au moins lorsqu'elles ont moins de II jours au moment de
l"ensemencement. Des cellules plus 2gées présentent cependant

une courte phase de latence avant de commencer & bourgeonner.



78.

b) Densité des cultures

- e - —— - —— - T - e e =

Des sporidies 3dgées de 7 jours, provenant des cldnes
B.874 et B.974, sont séparées de la solution nutritive, rincées
et introduites dans du milieu neuf; A partir de ces suspensions,
nous réalisons des microcultures mixtes A& des concentrations
variant de 6.IO5 3 6.IO8 cellules/ml. Ces microcultures sont
placées pendant 24 heures dans une enceinte obscure dont 1la

temp&rature est maintenue 3 20 + I°C.

Les pourcentages de conjugaison les plus élevés sont
obtenus quand on dilue I00 ou 200 fois les suspensions,'ce qui
correspond 3 une densité cellulaire comprise entre 6.IO6
cellules/ml et 3.IO6 cellules/ml. Une densité cellulaire
I00 fois plus Elevée ou IO fois plus faible réduit fortement
le taux de conjugaison. Un trop grand nombre de cellules doit
géner la rencontre des cellules compatibles ; de plus, si
1'inhibition est liée & une modification du milieu, celle-ci
sera d'autant plus importante que la densité des sporidies
est élevée. Inversement, lorsque la densité des cellules est
trés faible, la réduction du taux de conjugaison résulte sans

doute de la difficulté qu'ont les sporidies 3 rencontrer un

partenaire compatible (tableau I8).

] . . . . . .
. M . . .

]
- . . . . . . 1
iDensiteé des: ¢ 1o8% ¢ 107 T 3.10" ¢ 6.10° P 3.10% 7 6.10° |
! sporidies : : : : : ' : !
! : : : : : : !
3 - . . . . ¢ !

I% de conju=iy c.6 4750,4+4,8°57,042,9° 66,6453 65,4493°0,5+2,6.

! gaison
! : : : : : : !

Tableau I8 : Effet de la densit& cellulaire sur le

- — o e

pourcentage de conjugaison.

E - IMPORTANCE DU CARBOME ET DE L“-AZOTE,

L'équilibre entre ces deux substances joue souvent
un rdle prépondérant sur la croissance et la reproduction
sexuée des champignons. On sait méme depuis longtemps que des
milieux pauvres favorisent la conjugaison de nombreuses espéces

d'Ustilago, dont U.Violacea (KNIEP, I9I9 ; BAUCH, 1922).
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Notre milieu d'entretien renferme des nitrates (I,96 g/1 de
N03K et 0,29 g/1 de (N03)2 Ca, 4 HZO) et du saccharose

(20 g/1). Pour ces expériences, nous avons simplement
multiplié les doses de NO3K et de saccharose par 0, 0,5, I,

2 et 4. Dans ces conditions, les milieux testés renferment
respectivement 35, 170, 305, 580 et II20 mg/l d'azote et 0, IO,
20, 40 et 80 g/1 de saccharose.

Dans une premiére expérience (tableau I9), les sporidies
sont cultivées séparément pendant 48 heures sur le milieu
d'entretien, puis recueillies par centrifugation, rincées 2
l'eau distillée et ensemencées en mélange dans des microcultures

renfermant des doses variables de carbone et d'azote.

SACCHAROSE (g/1)

!

! AZOTE  : i
;o e/ et 10 P 20 Y 40 P g0 |
1 . " " n : 1
! 35 . 73,6 : 67,0 : 79,1 : 66,0 : 54,1 !
i 170 ‘67,5 © 84,6 ° 82,9 ° 76,9 64,5
! 305 . 67,3 : 79,6 : 68,8 : 68,0 : 57,3 !
! 580 ‘52,8 ' 68,0 ° 71,7 ' 66,8 ° 46,7 |
! 1120 41,5 : 40,5 : 43,8 : 35,9 0,2 g
! : : : : !

IEEEEEB-E? :+ Effet de la concentration du saccharose

et du nitrate de potassium sur le taux de

conjugaison des sporidies.

Les cultures, dont la densité cellulajire a été ajustée
a IS.IO6 cellules/ml, sont placées 24 heures 3 l'obscurité 3
17,5°C. Les sporidies conjuguent méme en 1'absence de sucre.
Des doses de I0 et de 20 g/l stimulent la conjugaison ; des
doses plus élevées, sont inhibitrices. Une augmentation de la
teneur en azote entre 35 et II20 mg/l est d'abord favorable

(jusqu'd 170 mg/l), puis de plus en plus défavorable.

Les milieux les plus concentrés en azote ré&duisent le
taux de conjugaison d'environ 50 7 et lorsque la teneur en
saccharose est elle-méme &levée (80 g/l), 1'inhibition est

presque totale (taux de conjugaison : 92,2 7).
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Dans une seconde expérience (tableau 20), les deux

clones sont d'abord cultivés séparément pendant 6 jours sur

SACCHAROSE (g/1)

1

' azote i
: (mg/1) : 0 : 10 ; 20 ; 40 ; 80 f
; 35 ‘73,5 ' 75,9 ¢ 82,8 ¢ 68,2 : 78,7 |
! 170 . 78,1 : 84,8 : 86,9 : B8I,9 : 77,3 I
) 305 ‘69,1 ' 67,2 75,3 76,4 ° 60,1
! 580 . 67,3 : 57,7 : 68,0 : 53,8 : 1,3 I
i 1120 P 55,7 1 4a6 1 60,61 6,8 1 0,2 i
! ; : !

Tableau 20 : Effet de la concentration du saccharose et
| du nitrate de potassium sur la conjugaison

des cldnes B.874 et B.974 préalablement

cultivés séparément pendant 6 jours sur

les milieux 3 tester.

les différents milieux 3 tester. Une partie aliquote de chacune
des cultures est alors diluée avec du milieu neuf présentant

les mémes proportions de carbone et d'azote, de manidre 3 ramener
la densité cellulaire 2 15.106 cellules/ml et les deux suspensions
compatibles sont mélangées. Des microcultures renfermant I ml de
mélange sont placées dans les mémes conditions que lors de

l'expérience précédente.

Les résultats différent peu des précédents. Notons
toutefois que les fortes teneurs en saccharose sont mieux
tolérées quand les concentrations dfazote sont favorables, mais
gue l'inhibition de la conjugaison est encore plus marquée

quand les milieux sont trop riches en azote.

Les effets de la teneur en carbone et en azote sur la
croissance végétative ont été& déterminés sur des parties aliquotes
des cultures cldnales aprds 2 et 4 jours de culture (fig. 7).

Les milieux dépourvus de sucre empéchent le bourgeonnement.
La croissance est optimale avec 20 g/l de saccharose ; elle

n'est pas réduite par des doses supérieures (jusqu'i 80 g/l).
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L'azote favorise &galement la croissance végétative jusqu'a
environ 200 mg/l, mais des doses supérieures ne la réduisent

pas non plus.

Le rapport carbone/azote qui contrdle la sexualisation
de nombreux champignons (HALL, 1979 ; DEHORTER, 1972)

n'intervient pas sur la conjugaison d'Ustilago violacea, que

ce soit pendant la culture mixte ou pendant la culture cldnale
précédent le mélange des sporidies compatibles, mais les
teneurs en carbone et en azote ne doivent pas dépasser
respectivement 20 g/l et 200 mg/l. On remarque que les doses
qui favorisent la croissance végétative et la conjugaison sont

les mémes.

Les résultats obtenus jusqu'ici montrent que la
réduction de 1l'aptitude A conjuguer qui se manifeste dans les
cultures cl6nales entretenues en milieu liquide agité (fig. 4)
ne peut s'expliquer ni par le vieillissement des cellules (fig. 6),
ni par l'augmentation de la densité cellulaire (tableau I8),
ni par une diminution - méme importante - de 1'azote ou du

carbone (tableaux I9 et 20).

F - EFFET DU FILTRAT DE CULTURE SUR LA CONJUGAISON DES
SPORIDIES.

Nous avons réalisé une série de microcultures mixtes
sur du milieu de LESCURE neuf, sur un filtrat provenant d'une
culture c¢cldnale de I0 jours et sur de l'eau distillée, dans les
conditions favorables suivantes : température de 20 + I°C,
obscurité, densité cellulaire d'environ I.IO”7 cellules/ml.
L'expérience effectuée avec des sporidies dgées de 48 h et de
I0 jours montre que le filtrat inhibe totalement la conjugaison,
alors que l'eau distillée et le milieu de LESCURE neuf
fournissent des taux de conjugaison trés Elevés (tableau 2I).

Des vérifications effectuées aprés 48 h et 3 jours montrent qu'il
s'agit bien d'une inhibition et pas d'un simple retard. L'origine
des substances mises en cause peut étre double : secrétionm des
sporidies ou rejet de substances dans le milieu d4@ 3 la lyse de

cellules dgées. Dans les deux cas, il est normal que la
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concentration des produits augmente au fur et 3 mesure du
vieillissement des cultures, et donc que l'aptitude 3
conjuguer des sporidies diminue progressivement : c'est bien

ce que l'on constate sur la fig. 4.

1 1
; MILIEU DE CULTURE : TAUX DE CONJUGAISON ;
! : !
: Exp. I . Exp. 2 ;
i : : !
! LESCURE neuf : 75,7 .t 80,7 !
! : : !
! Filtrat de I0 jours : 0 : 0 !
! : : !
! Eau distillée : 82,2 : 78,1 !
! H : !

Tableau 2I : Mise en évidence de facteurs inhibiteurs

- —— o - -

de la conjugaison dans un filtrat (milieu
dans lequel les sporidies se sont multipliées
pendant I0 jours). L'ensemencement des
microcultures est effectué avec des sporidies

de 48 heures (Exp. I) ou de I0 jours (Exp. 2)

Enfin, des produits secrétés par les sporidies au cours
de culture, ou rejetés dans le milieu lors de la lyvse, peuvent
modifier le pH, et cette modification joue un rdle plus ou

moins important selon les espéces de champignon (HUGUENIN, I974).

& - VARIATIONS DU pH FT DE L'APTITUDE A COMJURUER DES
SPORIDIES-AU COURS DU CYCLE.DE CROISSANCE DES CULTURES
CLONALES.

Dans les conditions expérimentales utilisées, il
n'y a pas de phase de latence. La prolifération des sporidies
est exponentielle pendant les 4 premiers jours de culture ;
elle se ralentit du 4&me au 7é&me jour, puils les cultures entrent
dans une phase stationnaire qui dure plus d'une semaine. Le pH
du milieu augmente rapidement pendant la période de croissance
active, passant de 5,6 + 0,I a4 7,8 + 0,1 en sept jours ; il

augmente ensuite plus lentement, atteignant 8,3 + 0,2 entre
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le douziéme et le quinziZ®me jour.

Pour déterminer 1'aptitude A conjuguer des sporidies,
on préléve chaque jour des fractions de 0,5 ml dans les cultures
clonales, et on détermine les taux de conjugaison 24 heures
aprés avoir mélangé les fractions renfermant les cellules
compatibles. L'aptitude & la conjugaison (fig. 8) augmente
faiblement au cours de la premiére journée, puis diminue,
d'abord lentement, puis plus rapidement % partir du troisiéme -~
jour. Quatre jours aprés l'ensemencement des cultures cldonales,

le taux de conjugaison est de I3 7 seulement, soit six fois

plus faible que le taux maximal.

L'aptitude 3 la conjugaison est donc la plus &levée
guand le pH du milieu est de l'ordre de 5,9 ; elle est environ
deux fois plus faible quand le pH est €gal 3 7, et elle est

presque nulle lorsqu'il est supérieur 3 7,5.

H - VARPIATIONS DU TAUX DE COMJUGAISOM EN FONCTION DU pH
DU MILIEU DES MICROCULTURES MIXTES,

Les variations du taux de conjugaison ont &té suivies
dans quatre milieux différents : eau distillde, milieu d'entretien
et milieu d'entretien tamponné par du Tris HCl et par du tampon

phosphate SOrensen.

Dans les milieux non tamponnés, les taux obtenus sont
€levés, mais le pH varie pendant la durée de la culture. Les
résultats sont donc différents, selon que l'on considére le
pH initial ou le pH final, mesuré au moment du dénombrement
des conjugaisons (tableau 22). Les pH initiaux les plus
favorables sont compris entre 6 et II pour l'eau distillée et
entre 5 et 8 pour le milieu d'entretien non tamponné. Si on
se réfdre au pH final, la zone favorable est plus étroite :

-

de 7 » 8 dans 1"eau distillée et de 6,6 7,8 dans le milieu

d'entretien.
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En général, dans les milieux tamponnés, les taux de
conjugaison sont nettement plus faibles, Utilisé 3 faible
concentration (0,05 M), le tampon Tris HCl n'empé&che pas 1les
variations du pH. Aux concentrations supérieures, il devient
rapidement toxique, surtout en milieu neutre ou basique.

Le tampon phosphate, a4 la concentration finale de 0,I M est
moins toxique, tout en limitant aussi efficacement les variations
de pH. Dans ce milieu, le taux de conjugaison est maximum i

pH 5,5 3 il diminue faiblement entre 5,5 et 6,0 et fortement

entre 6,0 et 7,0.

En considérant 1'ensemble des résultats (tableau 22),
on constate que

- les pH inférieurs 3 5 sont fortement inhibiteurs,

- les pH compris entre 5 et 6 sont les plus favorables,

- entre 6 et 8, les effets du pH varient selon le milieu

utilisé, et la concentration du tampon,

- au-~dessus de 8, les conjugaisons sont totalement

inhibées, sauf dans l'eau.

I - MISE EN EVIDENCE D'UN FACTEUR INHIBITEUR DE LA CONJUGAISON
DANS LE FILTRAT DES CULTURES CLONALES EN PHASE
STATIONNAIRE,

Des sporidies compatibles placées dans les conditions
les plus favorables % la conjugaison, ne manifestent pas
d'activité sexuelle lorsque le milieu liquide (eau distillée
ou milieu d"entretien) est remplacé& par du filtrat prélevé

a

dans une culture clOnale d'Ustilago violacea dgé de I0 &

I4 jours. Le blocage de la conjugaison peut etre di, comme nous
le suggérions précédemment!, & la présence de substances
inhibitrices dans le filtrat et au pH du filtrat, qui est voisin

de 8 pendant la phase stationnaire.
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! .

i Milieux non tamponnés | Milieux d'entretien 5'
| e eeemeeemmmme—ie——ew——__Lamponnés .
. pH : Eau . Milieu | Tris HCl | S6rensen
y initial | distillée d'entretien] 0, I M | 0,I M '
1 . . . N . N N .

; | pHE (7 Cg | pHE (% cg | puf % Ccg i puf | % cg |
! : : : : : : : ; !
! 3,2 : 4,2 :I5,5 ¢+ 6,2 : 33,4: - : - : - 1 - !
! : : : : : : : : !
! 4,0 + 7,0 :129,2 ¢« 6,4 : 40,2: ~ 1 = ¢+ = 1+ = !
! : : : : : : : : !
! 4,5 - - @ - - - :+ = 5,0 : 34,1 !
! : : !
! 5,0 2 7,1 41,4 6,6 6I1,8: 6,4 :32,3 : 5,4 41,4 !
! : : : !
! 5,5 - - - ¢ = : = : = :5,6 : 39,2 !
! : : : : : : : : !
! 6,0 : 6,9 75,2 : 6,7 : 64,8: 6,8 :17,8 : 6,0 : 35,1 !
! : : : : : : : : !
! . 7,0 : 7,4 :76,1 ¢+ 7,3 : 67,5: 7,2 : 6,6 : 6,9 : 5,5 !
! : : : : : : : : !
! 8,0 : 7,4 :78%,4 : 7,6 ¢ 66,I: 8,0 : 0,0 : 7,9 : 3,4 !
! : : : : : : : : !
! 9,0 : 7,8 76,2 ¢+ 7,8 : 54,5: 8,8 : 0,0 : - : - 1
! : : : : : : : : !
! 10,0 : 7,9 76,3 : 7,9 : 48,5: 9,0 : 0,0 : - : - 1
! : : : : : : : : !
! 11,0 : 8,1 :74,6 ¢+ 8,5 : 0,0: - : - ¢ = - 1
! . !

. - ° . ° . -
. . . .

Tableau 22 : Variation du taux de conjugaison, en fonction

du pH initial du milieu.

Le taux de conjugaison (Cg %) et le pH final
(pHf) du milieu sont déterminés 48 h aprés l'ensemencement

des microcultures mixtes.

Pour déterminer la cause exacte de l'inhibition de la
conjugaison, nous avons comparé les taux de conjugaison
obtenus 2 différénts pH dans un milieu d'entretien et dans
le filtrat d'une culture cldnale dgée de I2 jours. Les résultats

montrent que le pH varie plus ou moins selon le milieu utilisé.

./ S‘g“.f;\
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Qu'ils soient exprimés par rapport au pH initial (tableau 23)
ou par rapport au pH final (fig. 9), les taux de conjugaison
sont toujours plus faibles avec les filtrats qu'avec les milieux
neufs de méme pH. Entre 5 et 6 (pH initiaux), la réduction du
taux de conjugaison est d'environ 40 7 en milieu non tamponné

et d'environ 60 7 en présence du tampon phosphate 0,I M.

L'inhibition de la conjugaison provoquée par le filtrat
des cultures cldnales n'est pas due uniquement au pH alcalin.
Elle est également provoquée par des substances rejetées dans le
milieu par les sporidies végétatives ou libérées 2 la suite de

la lyse d'une partie des cellules.

8
9,0 : 7,8 54,5: 8

10,0 7,9 ‘48,5° 9,2 o0,0}F - P - f o oo

11,0 : 8,5 : 0,0: 9 : . :

« o8 o»

.0

1 1
; Milieux non tamponnés | Milieux tamponnés ;
! " : LESCURE 3 filtrat : LESCURE : filtrat !
v ?t. 1 modifié :d'une cul-~ : modifié :d'une cul- !
y tnitialo, tture cldnale :ture clOnale!
! : : de I2 . : : de I2 j. !
f . . . N . R . . Y
; ; pHE ; % Cg; pHE ;Z Cg ; pHE ;Z Cg ; pHE ; % Cg i
! : : : : : : : : !
! s i 6,2 ¢ 33,4: 5,3 16,7 ¢+ - : - : = : = 5
1 . . . . . . . .
, 4,0 6,4 0 40,27 6,0 32,9 7 - = "~ = " = '
! 4,5 : - : - : =~ : = :5,0 : 34,1I: 5,3 8,9 !
! : : : : : : : : !
| 5,0 . 6,6 . 61,8: 6,9 :48,5 . 5,4 . 41,4: 5,5 . 10,9 g
! 5,5 T - f = 1 = ¢t = 15,6 : 39,2: 5,6 : I6,0 !
. . . . . . ° . 1
; 6,0 6,7 64,8 7,7 ‘27,2 P 6,0 ' 35,1° 5,0 ' 18,8 °
! 6,5 :t - ¢+ - : 8,5 : 3,1 +6,5: 1I1,2: 6,5 9,7 !
t : : : : : : : : !
: 7,0 . 7,3 . 67,5: R,6 : 0,0 . 6,9 . 5,5: 7,1 . 0,2 |
! 7,5 T - 1 = = = 7,4 : 5,9: 7 : 0,3 !
! : : : : : : : : !
i 8,0 . 7,6 66,1: . . 7,9 : 3,4: 8,3 . 0,0 :
! !
! !
! !
! !
! !

Tableau_23 : Comparaison des taux de conjugaison i
différents pH, dans du milieu d'entretien et dans du
filtrat prélevé dans une culture clOnale dgée de I2 jours,
tamponnés ou non.

Le taux de conjugaison (Cg %) et le pH final (pHf)
sont déterminés 48 h aprés 1l'ensemencement des microf”¢ f

cultures mixtes.
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a) Nhservation de filaments dans des cultures axeniaques :

e s e e e e - e e e e P e m e e o e Y e e S e e e e R e o e e - - o

On sait que, dans la nature, les sporidies conjugudes
donnent naissance 3 des filaments dicaryotiques qui pénétrent
dans les tissus de la plante-hdte. In vitro, ces filaments
sont rarement observés chez Ustilago violacea (DAY et JONES,
I1968).

Dans les microcultures destinées 3 dénombrer les
conjugaisons, nous observons de temps en temps des filaments

dicaryotiques issus de la conjugaison de deux sporidies.

Le plus souvent, le filament mycélien se développe 3
partir de 1'une des deux sporidies (PL.I - fig. R) et trés
rapidement, l'autre sporidie se vide de son contenu
cytoplasmicue (PL.I - fig., I2). Ouelquefois, le filament se
forme A partir du tube de conjugaison (PL.I - fig. 9). Quelles
que soient leurs origines, ils ont une croissance limitée,
dépassant rarement 25 pm et ne se ramifient pas. Beaucoup
plus rarement encore, nous observons des filaments émettant
des sporidies, soit A leur base (PL.I - fig. II), scit &
leur extrémité (PL.I - fig., I0). Ces filaments, bourgeonnant
sont ceux que l'on observe le plus fréquemment. Ils marquent
un retour vers un stade levuroide, haploide ou diploide. Mais
il n'est pas impossible que ces figures correspondent i des
conjugaisons anormales entre un filament présumé dicaryotique
et une sporidie haploide. En effet, les conjugaisons entre
partenaires multiples (le plus souvent 3) ne sont pas rares
(PL.I - fig. 2, 3, 4), et nous avons d&jid signalé que des
conjugaisons pouvaient s'effectuer entre des éléments trés

variés.

Dans les microcultures, le pourcentage de conjugaisons
produisant un filament est toujours traés faible : moins de un
sur IoacPour pouvoir faire des~observation§ pendant une période
relativement longue, sur une méme population de sporidies
conjuguies, nous avone adopt? une technicue de culture en

goutte pendante.
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Bien que les sporidies restent vivantes pendant une
quinzaine de jours, les filaments ne sont pas plus nombreux et

leur croissance s'arréte dés qu'ils mesurent 30 3 35 pum.

b) Recherches en vue de cultiver le mzcélium dicarzggiggg :

Nous avons réalisé une culture associée de sporidies

compatibles et de colonies tissulaires de Silene alba. Les

sporidies non conjuguées présentes dans la goutte de suspension
déposée sur le tissu, se multiplient tré&s rapidement et
recouvrent en quelques jours la surface du milieu gélosé,
rendant les observations d'éventuels filaments mycéliens trés

difficiles.

La culture associde de sporidies (souche B) et de
cellules relativement isolées de Silé&ne provenant de cultures
entretenues en milieu liquide agité (DUBOIS et BOURIOQUET, I974)
est plus fructueuse. Les essais ont &té conduits en goutte
pendante avec du milieu de LESCURE conditionné (les cellules
isolées de Siléne y ont séjourné pendant IO jours). Les
sporidies demeurent vivantes pendant une quinzaine de jours, les
cellules de Sil&ne, un peu plus d'une semaine. Des filaments
dicaryotiques se forment de préférence sur le pourtour des amas
cellulaires. Leur nombre varie beaucoup selon les cultures :
une dizaine dans les cas les plus favorables ; de nombreuses
cultures n'en renferment qu'un ou deux, et certaines pas du tout.
Avec du milieu de LESCURE neuf, le bourgeonnement des sporidies
est beaucoup plus intense et les pourcentages de conjugaisons

et de filaments sont plus faibles aprZs une semaine de culture.

Des cultures effectuées dans les mémes conditions, mais
sans cellules de Siléne, fournissent également des filaments.
Comme par ailleurs, nous n'avons jamais constaté de contact
entre un hyvphe mycélien et une cellule de la plante-hdte,
bien que la distance les séparant soit quelquefois trés faible,
on ne peut conclure & un effet favorable des cellules sur
1'induction ou la croissance des filaments. Tout au plus, peut-on
signaler un effet favorable des milieux conditionnés. Il peut
étre provoqué par 1 appauvrissement du milieu ou par la présence

de substances inhibitrices.
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En résumé, les cultures cldnales de sporidies secondaires

d'Ustilago violacea, entretenues en milieu liquide agité

depuis plus de 6 ans, gardent la possibilité& de conjuguer quand
on les mélange dans des conditions favorables. Les taux de
conjugaison les plus €levés sont obtenus lorsque les sporidies
sont prélevées dans des cultures dgées de 24 ou 48 heures,

puis ensemencées en mélange & une densité initiale de S.IO6

cellules/ml environ.

Les milieux dans lesquels se développent les cultures
cldnales inhibent plus ou moins la conjugaison. Cette inhibition,
qui est totale aprés une dizaine de jours de culture, n'est
pas due 3 la seule modification du pH, mais aussi 3 des
substances rejetées dans le milieu par les sporidies végétatives

ou provenant de cellules mortes.

Enfin, moins d'une conjugaison sur I0.00@ produit
un filament mycélien, et des essais de cultures associées avec

des tissus de Silene alba n'ont pas permis d'obtenir des

pourcentages de filaments plus importants, ni un meilleur

développement de ces derniers.
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CHAPITPE VII

FFFET D'UNE SOUCHE LEVURNIDE D'USTILAGNH VIOLACEA SUR LA CROISSANCE
DES CNLONIES TISSULAIRES ET DE SUSPENSIONS CELLULAIRES DE
SILEMNE ALPA.

Pour aborder 1'étude des relations hBte-parasites

entre Ustilago violacea et les silénes, nous avons cultivé

simultanément les souches haploides du parasite et les tissus

"isolés de Silene alba sur un méme milieu, sans que les deux

€léments soient en contact l'un avec 1l'autre ; la croissance
des colonies tissulaires et celle des suspensions cellulaires
ont été mesurées afin de déterminer 1l7effet du champignon

sur ces tissus.

Les colonies tissulaires proviennent de la souche

isolée par DUBNIS et BOURIOUET, 1974 et entretenue sur le
- -1
milieu de MURASHIGE et SKNOC contenant 10 ' g. 1l " de 2,4 D

=

et de kinétine qui sont indispensables A sa croissance et

sans effet sur Ustilacgo.

Nous avons réalisé les expériences avec les trois clOnes
B.874, B.974 et 438-34, mais les résultats &tant comparables,
seuls ceux obtenus avec la souche 438-34 ont &té rapportés

ici.

A - ACTION DY CHAMPIGNON SUR LES TISSUS ISOLTS DE
SILEME ALRA,

Trois expériences indépendantes, d'une durée de 30 jours
chacune, ont &té faites en présence du champignon ; les
résultats exprimés en poids de matidre fraiche (M.F.,) et de

matifre sdche (M.S,) sont résumis dans le tablecau 24,
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' CROISSANCE
'EXPERIENCE N° T:EXPERIENCE N°® 2:EXPERIENCE N° 3 !

Y

; M F M S M F M S M F M S ;

i " :

1 . !
. Tissu 1561 86 1574 106 16901 107

seul : : . . . |

! : : : . : H 1

1 Tissu + : : s . . . '

!Champignon: 727 : s 810 | 46 970 46,

{

. . . °
1 . . . o . .
H . . . . . . .

Tableau 24 : Action d'Ustilago violacea sur la croissance

des colonies tissulaires de Silene albha.

(Les expériences I, 2 et 3 sont indépendantes.
Croissance de matidre fraiche (M F) et s&che (M §

par colonie). Les chiffres sont exprimés en mg.

La croissance des colonies tissulaires est fortement

raientie par la présence du champignon.

Afin de vérifier si l'action d'Ustilago violacea est

spécifique ou non, nous 1l'avons cultivé en présence de tissus
appartenant & différentes espéces végétales : carotte, &rable,
scorsonére ou siléne, dans des boites de Pétri renfermant

le milieu gélosé de MURASHIGE et SKOOG additionné de 2,4 D

7 g/ml

- . -8 . -
a la concentration de IO pour les tissus de Carottz, I0
pour le Siléne et 1'Erable et sans phytohormone pour les

tissus de crowngall de Scorsonére. .

Les mesures de matiére fraiche (M F) et de matiédre
sé&che (M S) ont été réalisées aprés 30 jours de culture dans
les mémes conditions que dans 1l'expérience précédente

(tableau 25).



)
PO
.

1 .

) TISSUS SEULS TISSUS + ;
! DIFFERENTS : : CHAMPIGNON !
! TISSUS : : : : !
; ISsu owrF Y oms P owmrEr f owms )
! : : ; ; i
! Siléne : 2732 : 102 : 345 : I1 !
! : : : : !
! Carotte : 2124 ¢ 99 402 : 14 !
! : : : : !
! Erable : 743 : 38 : 299 : I0 !
! : : : : !
! Scorsonére : 2100 : 167 : 1100 : 60 !
! : : !

- . .
. . .

Tableau 25 : Action d'Ustilago violacea sur la

—— em - = -

prolifération des tissus de carotte,
d'érable, de scorsonére et de siléne.

Les chiffres sont exprimés en mg.

Dans tous les cas, la présence du champignon ralentit
considérablement la croissance des tissus. L'action inhibitrice

ne se limite donc pas aux tissus de Silene alba.

Il nous a paru intéressant de préciser l'inhibition .

que provoque la souche levuroide d'Ustilago viclacea sur la

prolifération cellulaire. Pour cela, nous avons fait appel
2 des suspensions cellulaires de Silé&ne (souche de Silene alba

isolée par DUBNIS et BOURIQUET, I974) et d'Erable (souche

d'Acer pseudoplatanus isol&e par LAMPORT, 1964) qui ont &été
cultivées dans les milieux liquides de MURASHIGE et SKOOG et

de LESCURE. Environ 3 g de cellules sont ensemencés dans
une fiole d'attaque 5 fond plat de 500 ml, contenant 200 ml
de milieu de culture ; différents volumes de la souche

d'Ustilago vioclacea dgée de I0 jours, cultivée en milieu

liquide de LESCURE, sont ajoutés & la suspension cellulaire.

Les fioles, inclinées 3 45°C, sont placées sur un
agitateur rotatif tournant 3 la vitesse de 70 tours par minute.
Les cultures sont entreposées dans une pi&ce & 2I + I°C ot
elles recoivent en plus de la lumiére du jour, I2 heures par

jour) un Gclairement d'appoint fourni par des tubes luminescents.
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Aprés I0 jours de culture, la croissance des cellules est

mesurée volumétriquement apré&s décantation (tableau 26).

: : !
,SUSPENSION CELLULAIRE SUSPENSION CELLULAIRE,

!
!
! . N T
; VOLUME DE DU SILENE : D'ERABLE E
! L'INOCULUM : ; ;
i LESCURE MURASHIGE LESCURE : MURASHIGE |
! en ml : ., et SKOOG | . et SROOG
! s : : - ]
; : : : : !
! 0 . 44 40 ; 10 15 ;
! : . . . i
! . . . . |
1 I . 20 o IO . 9 .. 6 .
! : . . . i
! 2 M 20 M = . = . 6 !
! . . . !
Tableau 26 : Croissance des suspensions cellulaires de

Silene alba et d'Acer pseudoplatanus

cultivées en présence de la souche levuroide
haploide d'Ustilago violacea sur les milieux

liquides de LESCURE et de MURASHIGE et SKOOG:

croissance exprimée en ml.

Les cellules de siléne proliférent plus activement que
les cellules d'érable, mais dans un cas comme dans l'autre,
la présence du champignon réduit fortement la prolifération
cellulaire (tableau 26). Cette inhibition pouvait &@tre

attribuée 3 des causes diverses

- appauvrissement du milieu di au développement du

champignon,

- modification du pH du milieu provoqué par la présence

du champignon,

- rejet par le champignon de substances inhibitrices

dans le milieu de culture.

Nous avons tenté de vérifier ces trois hypothéses.
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R - L'IMHIRITION FEST-FLLF DUE A UM APPAUVRISSEMENT DU
MILIFU DE CULTURE ?

Nous avons comparé la croissance du tissu cultivé
seul ou en présence du champignon sur des milieux de MURASHIGE
et SKOOG gélosés dont les €l&ments minéraux et organiques sont
soit dilués au I/2 ou au I/4, soit multipliés par 2 (tableau 27).
Les expériences sur le milieu normal et celles sur le milieu

deux fois concentré ont été répétées deux fois.

Le milieu de MURASHIGE et SKOOG habituel est celui qui
assure la meilleure croissance du tissu, alors que le champignon
se développe mieux sur le milieu deux fois plus concentré.
Quelle que soit la concentration du milieu, la prolifération
est toujours plus faible en présence du champignon. Lorsque t'on
cultive simultanément tissu et champignon sur le milieu deux
fois concentré, Ustilago utilise une partie des substances
nutritives et réduit la concentration du milieu qui devrait étre
alors plus favorable 3 la croissance des colonies tissulaires.
Or, il n'en est rien puisque la présence du champignon
ralentit la prolifération du tissu. L'inhibition ne semble donc

pas pouvoir €tre attribuée Z l'"épuisement du milieu de culture,

C - L'INHIBRITION EST-ELLE DUE A UNF MODIFICATION DU pH
DU MILIEU DE CULTURE ?

Lorsque nous cultivons Ustilago (souche de BAARN) dans
la solution nutritive de MURASHIGE et SKOOG, le pH du milieu
passe de 4,6 3 3 en fin de culture. Nous avons donc recherché
quels pouvaient &tre, sur la prolifération des colonies

tissulaires de Silene alba, les effets de milieux plus ou moins

acides, tamponnés (tableau 28) ou non (tableau 29).

Le pH est ajusté par HCl 0,1 N aprés autoclavage, de
maniére 3 é&viter l1'hydrolyse de la gélose, Les tissus sont
pesés aprés 25 jours de culture et le pH du milieu est 3

nouveau mesuré.



pH du milieu : : : : :
final : 4 ¢ 4,3 : 4,3 : 4,4 @ 4,4

Vs b a4 o | 0@ cw aw v o
0w o oom oo cuml omp Cow 4 v o

mg MF/ P 1795 1 1629 | 1547 1 I59I © 1393

colonie e e o
Croissance mg MS/ : as : o1 f 90 92 3 77

colonie ) . : :

e0

Tableau 28 : Action du pH sur la croissance des tissus

- = o e o

de Silene alba

- initial ° 3 P 3,5 % 4 P 4.5 % 5

pH du milieu - - -
- final C3,4 0 3,7 ¢ 4 T 4,5 7 4,8

o8 oo

tem e cwa 0o s omfrew scof o com

!
!
!
!
1
' mg MF/
!
!
1
]

. : 958 : 1496 : I368 : I486 : I312
colonie i . X X .
Croissance ‘ :
mg MS/ s8 g7 ‘77 % gg 77
colonie : : : : :
Tableau 29 : Action du milieu de culture tamponné par

- - - —

du Tris H¢l 0,01 M sur la croissance des

colonies tissulaires de Silene alba

Le pH initial du milieu, lorsqu'il n'est pas tamponné,
n'a que peu d'effet sur la croissance du tissu qui tend 3

l'ajuster au cours de la culture (GAUTHERET, I1959).

Lorsque le milieu est tamponné (Tris HC1l 0,0I M), les
colonies tissulaires ajustent plus difficilement le pH ; leur
prolifération est cependant peu modifiée, sauf & pH 3.

Dans ce cas, le milieu est encore tr3s acide & la fin de la
culture, mais la réduction de la croissance est plutdt la
conséquence d'une dilution de la solution nutritive, provoquée
par l'addition d'une quantité plus importante d'HCl O,I N ;
elle est d'ailleurs hors de proportion avec l'inhibition

provoquée par la présence du champignon.
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D - REJET PAR LE CHAMPIANON DE SURSTAMCES INHIBITRICES
DANS LE MILIFU DE CULTURE.

- G . Ghn G . g S G e, G e . G e e G WS . G e S S e SR S RO e G fer S W o G G R G o G O WP T Cam e €5

- G o S D G G G . D G R T e D G eSS GE S A A G G e e e ) = G e

Puisque l'inhibition de croissance provoguée par

Ustilago violacea n'est pas due 3 l%'&puisement du milieu ou

A une simple modification du pH, nous avons voulu vérifier si
elle provenait de substances excrétées par le champignon dans
le milieu de culture. Pour cela, nous avons cultivé pendant

30 jours le champignon en milieu liquide. Aprés filtration,
nous avons recueilli le milieu de dix fioles que nous avons
concentré sous vide, puis incorporé, A volume égal, avant ou
aprés autoclavage, aux milieux gélosés sur lesquels nous avons
repiqué les colonies tissulaires de siléne. De fagon A modifier
le moins possible la concentration des &léments minéraux et
organiques présents dans ces milieux, la concentration de

chaque constituant a €té arbitrairement multipliée par deux

(tableau 30).

' - 75 1162 I19
laprés autoclavage : :

!

1
!
! : : !
' MILTIETU Rt e Pt bl T [memmeee=s R ,
. . MF M S MF M S X
! : : : : !
! Témoin : I561 86 : I574 ¢ 106 !
! : : : : !
!Filtrat incorporé 'o1318 ° 60 : 948 8T !
!avant autoclavage : : : ) : ' !
{ . ° 1
!Filtrat incorporé : 920 ° : : !
- 1
1

Tableau 30 : Effet du filtrat d'une culture du champignon

-—— e am ——— — - —

sur la croissance des colonies tissulaires

de Silene alba

Les chiffres sont exprimés en mg.
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Le filtrat des cultures lévuroides d'Ustilﬂgo
ralentit la croissance des tissus., Il renferme donc
probablement des substances inhibitrices excrétées par 1le
champignon. Il faut toutefois noter que certains constituants
du milieu de culture du champignon, qui n'auraient pas &té
entiérement consommés au cours de son développement, sont .
susceptibles de modifier ultérieurement la prolifération des

colonies tissulaires de siléne.

—.-—._—_._.._._.___.—-__.—-._.——-.-._...__...__..—_-.—__.._..__...._....._.___.__.____-.
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Afin de préciser les résultats obtenus sur les
colonies tissulaires, nous avons étudié 1'effet du milieu de
culture du champignon sur la suspension cellulaire. Deux
expériences i différents pH ont &té réalisfes pour comparer
l'action de ce facteur A ce qui a 8té observé avec les colonies
tissulaires. La suspension cellulaire est beaucoup plus sensible

1 1'effet inhibiteur du filtrat de culture du champignon
(tableau 3I).

VOLUME DE FILTRAT AJOUTE A UNE CULTURE
(ml)

CROISSANCE : 0 f I : 5 ; I0

‘EXP. EXP. EXP. EXP. EXP. EXP. EXP. EXP.
'Ne TiN® 27N 1iN° 27n° TYN° 2°n° 1'N° 2

-1 U U A S
10 © g MF/ * 606° 534° 202° 232° 5 7 35% 2 % g

culture : - vt : : s : :

IO-Z MS / : : : : : : : :
&’ : 330: 305: 104: 107: & : 25: 3 : 7

CU1ture ] . - . . 3 o ]

Mrab tm bt s G ot b |2ttt temmn tm e e
t. bm sam tem tem as s o b tw]| oo pm] b v e

Tableau 3I : Effet du filtrat d'une culture du champignon

- e e o S S gma -

sur la croissance d'une suspension cellulaire

de Silene alha

durcée de culture

Exp. n® I pH du filtrat : 3,0
5,7 deux semaines

Exp. n® 2 pH du filtrat
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Un ml de filtrat, ajouté A une suspension cellulaire
de 200 ml, ré&duit la croissance des cellules d'environ 30 Z.
Cette importante inhibition n'est pas due au pH trés acide
(3,0) du filtrat puisqu'elle persiste lorsqu'on le raméne
3 5,7, c'est~-3-dire au pH normal du milieu de LESCURE. La
réduction de la croissance n'est pas imputable non plus 3 une
modification importante de la concentration du milieu de culture :
le volume du filtrat ajouté &tant cette fois négligeable par
rapport au volume du milieu utilisé& pour cultiver la suspension

cellulaire.

En résumé, le champignon réduit la croissance des tissus
de siléne, de carotte, d'érable et de scorsonére, cultivés
in vitro. Cette inhibition n'est pas due i une compé&tition
pour l'utilisation des éléments nutritifs présents dans le
milieu de culture, ni & une acidification de ce dernier ; elle
est vraisemblablement provoquée par des substances excrétées
par le champignon au cours de son développement. La différence
de sepsibilité& manifestée par les colonies tissulaires et les
suspensions cellulaires peut s'expliquer par le fait que les
derniéres baignent dans la solution nutritive, tandis qu'une
partie seulement des premiéres est en contact avec le milieu
solide. Les phénoménes de diffusion sont également beaucoup

plus rapides dans un milieu liquide que dans un milieu solide.

Si la souche lévuroide d'Ustilago réduit la croissance
des tissus isolés de siléne, il est peu probable que les
substances excrétées par cette souche puissent provoquer les
modifications florales induites par le mycélium, Néanmoins,

il serait intéressant de préciser la nature des substances,
en particulier les enzymes, et les acides aminés libres et
protéiques qu'une telle souche libére au cours de sa croissance

pour rechercher les causes de cette inhibition.



2
0

CHAPITRE VIII

IDENTIFICATION D'FNZYMES, D'ACIDES AMIMNES LIRRES ET PROTEIONUES
DAMS LE MILIEU DE CULTURE D'USTILAGOD VIOLACEA.

Certains champignons parasites cultivés en dehors
de leur hdte libérent, dans leur milieu de culture, différents
composés, en particulier des acides aminés (REDDY et RAO, 1975 ;
VIJAYA KUMAR et RAO, 1976 et I977) et des enzymes (HANSSLER
et coll., 1977).

Sachant que la souche haploIde d'Ustilago violacea

excréte, au cours de son développement, des composés inhibiteurs

de la croissance des tissus isolés de Silenme alba, il nous a

semblé intéressant de détecter, dans le milieu de culture de

te champignon, les acides aminés libres et protéiques et certaines

enzymes lib&rées au cours de sa croissance. l

Cette &tude a &t& réalisée sur les trois cldnes B.874
et B.974,qui sont compatibles/et 438~34 de BAARN ; la méthode
de LOWRY et Coll. (I951) a servi au dosage des protéines
totales et celle de API-ZYM (I977) pour la recherche des
activités enzymatiques. Nous avons déterminé les acides aminés
libres et protéiques selon le protocole décrit précédemment.
Dans ce dernier cas, tous les résultats sont exprimés en
nanomolegd"acides aminés pour une prise d'essais de 0,I ml.

Toutes les expériences ont &té renouvelées trois fois.
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Pour les trois souches d'Ustilago, la phase exponentielle
de croissance se situe entre le 58me et le I0&me jour (fig. IN) ;
elle ralentit jusqu'au I5&me jour, 3 l'exception de R.874 dont

la croissance peut atteindre le 20Zme jour. Le poids sec suit
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Fig,I0 = Croissance en milieu liquide de trois souches d’Ustilago violacea : 438-34, B 974
ct B 874. PF: poids frais. PS: poids sec.
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la mé@me variation bien que les cellules du B.874 soient
turgescentes entre le I58me et le 208me jour, ce qui explique
la baisse du poids sec pendant que le poids frais augmente

faiblement (fig. I0).

A ce stade, la souche de BAARN est constituée de filaments
isolés dont les cellules mycéliennes sont apparemment dépourvues
de globules lipidiques. Les souches B.874 et B.974 de forme
lévuroide, sont rarement bourgeonnantes et les cellules

renferment chacune une &norme vacuole.

A partir du I58&me jour, la diminution du poids sec des

trois souches indique le début de lyse des cellules (fig. I0).

Parallélement 3 cette évolution de la croissance, la
libération des protéines dans le milieu est d'abord lente du
Ier au 58me jour (fig. II), puis s'accélére activement entre
le 58me et le I0&me jour pendant la phase active de croissance ;
elle s"arrete plus tdt pour les souches B.874 et B.974 que pour
la souche de BAARN (438-34) qui excréte encore jusqu'au I5&me
jour. A partir de ce délai, le taux de protéines dans le milieu
baisse pour les trois souches, puis augmente 3 nouveau fortement
2 partir du 258me jour. La diminution momentanée de la teneur
en protéines peut s"expliquer, soit par leur hydrolyse, soit
par leur réutilisation par les cellules sénescentes.
L'augmentation considérable observée au 25&me jour est sans

doute liée 3 l'autolyse des cellules en fin de culture (fig. II).

D'ailleurs, 3 ce stade, les souches manifestent des
modifications morphologiques qui se traduisent pour la souche
de BAARN, par des filaments mycéliens fortement agglutinés,
présentant de nombreuses ramifications riches en lipides.

Les souéhes lévuroides B.874 et B.974 s'agglutinent &galement

et méme, dans certains cas, prennent un aspect filamenteux.

I1 est probable gque le milieu devenu défavorable entraine
la formation d'"2lé&ments de conservation caractérisés par une

paroi épaissie (BATCHO, I973).
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Fig, II = Evolurion des protéines totales excrétées au cours de la croissance de trois sov-
ches d'Ustilago violacea :lecture de la densité optique (D O), 750nm,
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D) Acides aminés libres :

Dans le filtrat de culture des trois souches, on trouve
les mémes acides aminés libres : acide aspartique, glycocolle
et alanime. Ils sont en quantités trop faibles pour pouvoir
€tre dosés par notre technique. Les souches compatibles B.874
et B.974 en contiennent toutefois un peu plus que celle de

BAARN (438-34).

Dans les trois filtrats, il n'y a ni acide aminé& basique,

ni acide aminé& cyclique.

C) Acides aminds protéiques :

L'arginine, la lysine, l'histidine et la valine sont
en faible quantité dans le filtrat des trois souches (tableau 32)
les autres acides aminés et particuliérement la tyrosine et 1la
phénylalanine sont en quantité supérieure dans le filtrat du
B.974,

Les analogies entre la souche de BAARN(438-34) et B.874
suggérent qu'elles sont peut-€tre de méme signe et, de ce fait,
B.974 et 438-34 devraient €tre compatibles, parce que de signes
contraires. Toutefois, la souche de BAARN, isolée depuis
de nombreuses années (I1934) a perdu tout pouvoir de conjugaison,

ce qul ne permet pas de vérifier cette hypothése.

En résumé&, les trois souches excrétent les mémes acides
aminés protéiques, et parmi ceux-ci les acides aminés acides
(acides glutamique, aspartique) sont les plus importants

(tableau 32).

D) Détermination des enzymes libérées dans le milieu :

O . —— - o o - - — g g . . v o - — —— - - T G = - Gm Cwe

Parmi les vingt enzymes identifiables par la méthode de
microdosage semiquantitative d'API-ZYM, seulement quatre ont

été trouvées dans les filtrats d'Ustilago violacea. Ce sont

la phosphatase alcaline, la phosphatase acide, la phospho

b



: B.874 : B.974 : 438-34

]
!
]
]
!

os dums s tem ot c G tems trm tew timm e b tam ta tmm semn st | tom b oo

ACIDES AMINES :LIBRES:PROTEIQUES:LIBRES:PRUTEIQUES:LIBRES;PRUTEIQUES:

: : : : : : !

: : : : H : !

Glycocolle HEEE = 2,67 ¢ ++ 7,100 : + : 3,78 !

: : : : : : !

Alanine S 2,28 t o+ 5,40 s+ 2,52 !

w : : : : : : !

W Valine : : + : : + : : + !

o : : : : : : !

= | Leucine ¢ 1,20 s 4,09 T 2,460 !

o : : : : : !

L Isoleucine : 0,66 : : 2,35 : H 1,79 !

= : : : : H : !

Sérine : : 3,45 H s 10,75 : : 5,02 !

: : : : : : !

Thréonine : 2,36 s 7,48 : 4,29

: : : : : : !

. R . . . . i

EE Ac. Aspartique; ++ ; 4,21 ; ++ ; 10,65 ; + ; 6,83

S | Ac. Glutamique® fose7 G * 10,07 ¢ ‘5,83 |

] . A . . o .

1 9 | Lysine : : ++ . : ++ : : ++ :

= . s : : 3 : 2 !

P 3 Arginine . : + : . + . . + '
<

! o : : !

. . . . ‘ 1

i n Histidine . ; -+ ; ; —t+ ; ; +F !
]

' 2 : : : : : : !

: = Tyrosine . : ++ . . 4,06 . . ot X
|

i . ° . . 9 ° 1

. = | Phénylalanine ° T P o4,00 ¢ T

! : : : : : : !

! . o . . o . ]

) GLcN i : 3,76 7,78 i o 4,25 .

! : : : !

par Ustilago violacea dans son milieu de culture.

+ 4 ++ , +++ , signes arbitraires pour 1l'édvaluation
approximative des quantités non dogables

par l'autoanzlyneur.

3 ”, . _. . . & ~
Les valeurs numériques sont exprimées cn nanomoles. (%Ui)"
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amidase et 1'

estérase lipase (tableau 33). La phosphatase
alcaline est plus importante dans le 438-34 que dans les
deﬁx autres, alors que la phosphatase acide quantitativement
la plus importante des enzymes, est excrétée de facon
€quivalente par les trois souches. L'estérase lipase est la

plus faiblement repré&sentée.

Pour les deux souches compatibles B.874 et B.974, le

rapport quantitatif des quatre enzymes est identique.

En résumé, les filtrats de culture d'Ustilago violacea

sont pauvres en acides aminés libres ; 17acide aspartique, le
glycocolle et 1'alanine ont &té mis en évidence dans les trois

souches.

Cette carence en acides aminés libres se retrouve dans

le filtrat de culture d'Alternaria solani (ELL. et MART.) y.

qui n'en renferme qu'un seul (arginine) (VIJAYA KUMAR et RAO,

I977) et dans celui d'Alternaria alternata (FR.) K. qui n'en

contient aussi qu'un seul 3 1'état libre (BINOD et coll., I976).

Cependant, la souche virulente de Rhizoctonia solani (KUHN. et

R.) excréte dans son milieu de culture, la sérine, la thréonine,
1'histidine, la tyrosine et la valine, alors que la souche non
virulente n'excr3dte que la thréonine et la tyrosine (REDDY et

RAO, 1975).

Dans le cas qui nous intéresse, la détermination de 1la

nature des produits excrétés par Ustilago violacea pourrait

permettre de préciser leur rdle, soit dans la compatibilité

des cellules du champignon, soit dans la réduction de la croissance
des tissus de Sildne, leur hdte naturel, soit dans les

troubles métaboliques provoqués par sa présence lorsqu'il vit

en parasite aux dépens des Caryophyllaéées.

C'est au cours de la phase active de croissance et en
fin de culture que l'excrétion des protéines est la plus.

importante ; les phosphatases (acide et basique), la



: B.874 : B.974 :  438-34

.
0q

!

!

!
! : !
! Phosphatase alcaline $ o+ 2 + s et !
! 3 s s !
! 3 2 !
! Phosphatase acide 3 -t 3 ++ s et !
! - ] : !
! : : !
! Phosphoamidase 2 +t - ++ 3 + ‘
! H : !
! 2 - ' !
! Estérase Lipase 2 + : + + !
! 3 B !
! : !

o

Tableau 33 : Identification et dosage des activités enzymatiques

dans le filtrat de culture d'Ustilago violacea.

+ , ++ , +++ , signes arbitraires pour 1'évaluation

de l'activité enzymatique
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phosphoamidase et la lipase estérase ont été identifiées
dans le filtrat des trois souches. Ces enzymes ont été

Bgalement trouvées dans le milieu de culture des suspensions

cellulaires de Silene alba ; elles ne sont donc pas responsahbles
de 1 inhibition de croissance des tissus isolés de silénes

lorsqu'ils sont cultivés en présence du champignon (BATCHO, 1973).

L'identification des acides aminés protéiques montre
que les mémes composés sont excrétés par les trois souches.
Seuls les acides aminés acides (acide aspartique, acide
glutamique) produits en plus grande quantité pourraient
éventuellement jouer un rdle dans 1l'inhibition de la conjugaison
des cldnes compatibles, des travaux antérieurs (DUBOIS et
coll., I977) ayant montré que les pH acides sont dé&favorables

d la conjugaison.

Ces produits d'excrétion (acides aminés, protéines et
enzymes) sont vraisemblablement des déchets métaboliques
€liminés au cours de la croissance des souches d'Ustilago
violacea. Aucun d'eux ne semble responsable ni de la
compatibilité des souches du champignon, ni de la réduction de
croissance des colonies tissulaires des silé&nes. Par contre,
leur éventuelle excrétion dans la plante hOte pourrait &tre

-~

3 1l'origine de troubles mé&taboliques.

I1 faut signaler toutefois que le mycélium dicaryotique

d'Ustilago violacea, qui vit en parasite dans les Caryophyllacées,

pourrait libérer des produits autres que ceux de la forme
lévuroide cultivée en milieu artificiel ; mais le fait que

1"on retrouve les mémes enzymes, les m@mes acides aminés libres
et protéiques dans tous les filtrats de culture constitue un
caract@re commun qui pourrait €tre spécifique d'Ustilago

violacea.
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CHAPITRE IX

INFECTIOM EXPERIMENTALE DE SILEME ALRA ET S.DIOICA PAR
USTILAGO VIOLACEA.

Les sporidies provenant des téliospores obtenues in vitro
rejettent, dans leur milieu de culture, des substances toxiques

4 1'égard de la croissance des tissus de silénes.

Aprés avoir déterminé les conditions de conjugaison de
ces speridies, nous avons tenté d'infecter des plantules, des
rosettes et des fragments de tiges, par des inoculums d'origines
différentes (souche haploide, suspension de téliospores,
sporidies conjuguées et mycélium dicaryotique), afin de
déterminer leur pouvoir pathogéne et aussi, de préciser le
stade de développement des silénes le plus favorable i 1la

pénétration du parasite.

A - ACTIOM D'UME SNUCHE LEVUROIDE HAPLOIDE D'USTILAGO
VICLACEA SUR LES FRAGMENTS DE TIGES DE SILEME ALRA,

I0 jours aprés la mise en culture des noeuds infectés
par la souche l8vuroide, les tiges secondaires formées in vitro
sont tout & fait semblables aux tiges saines observées au cours
de 1'€tude de la floraison in vitro. Les colonies lévuroides
se multiplient rapidement sur les explantats et atteignent la
surface du milieu de culture oli elles constituent une masse
padteuse autour des noeuds. Aucune structure mycélienne n'a &été
observée. Le phénomAne de castration parasitaire qui caractérise
le développement du champignon dans 1 'hSte n'a pas été
observé dans cette expfrience qui portait sur I5 paniers de

24 tubes de culture. Par ailleurs. le nombre anormalement faible
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de reprises des explantats laisse supposer que les colonies

lévuroi@es haploIdes d'Ustilago violacea génent le développement

des noeuds cultivés in vitro.

B - ACTION D'UME SOUCHE LEVUROIDE HAPLOIDE D'USTILAGO
VIOLACEA SUR LES PLANTULES DE SILENE ALRA.

Les plantules immergées pendant six heures dans
l'inoculum sont ensemencées sur le milieu gélosé de MURASHIGE

et SKOOG contenu dans des flacons 3 large ouverture.

Aprés 4 jours de culture, correspondant 3 la période
d'adaptation des plantules sur leur nouveau milieu, la reprise
paralt bonne. Un mois plus tard, alors que les témoins se
développent normalement, qu'ils forment de nouvelles feuilles
et que leurs tiges s'épaississent, la croissance des plantules
infectées est bloquée par le développement trés rapide des
sporidies qui couvrent presque toute la surface du milieu de
culture. Aprés deux mois, la presque totalité des plantules

infectées meurt intoxiquée par la présence du champignon.

La souche haploide d'Ustilago violacea qui s'était déja

révélée inhibitrice de la croissance des colonies tissulaires

de Silene alba et incapable de sporuler sur les explantats

cultivés in vitro, est aussi toxique pour le développement

des plantules de siléne.

C - INFECTION DFE NNEUDS PROVENANT DE TIGES SAIMNES PAR LE
MYCELIUM NICARYNTINUE.

Des noeuds prélevés sur des tiges saines, mis en contact
avec des fragments de tissu parasité renfermant le mycélium
dicaryotique, sont ensemencés sur le milieu gé&losé de MURASHIGE

et SKOOG.

A partiy du 2&me jour de culture, la plupart d'entre eux

sont envahis par des champignons autres qu'Ustilago violacea ;

quand nous avons pu éviter ces pollutioms, les fleurs néoformées



sont indemnes du champignon. L'hypothése qui comsistait 3
croire que le mycélium dicaryotique contenu dans les tissus
parasités passerait dans les tissus saing n'a malheureusement

pas pu étre vérifide.

D - INFECTION DES SILENES PAR LES TELIOSPORES OU LES
SPOPIDIES COMJURUEES D'USTILAGRO VIOLACEA.

a) Infection des plantules de Silene alba cultivées en serre :
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Des plantules de Silene alba dgées de deux semaines sont

immergées pendant 6 heures dans une suspension renfermant 3 la
fois des téliospores, des sporidies haploides et des sporidies
conjuguées. Elles sont ensuite repiquées en pots. Aprés un mois
de culture, ces plantules forment des rosettes comparables

3 celles obtenues avec des plantes n'ayant pas été& soumises 2

l'action du champignon.

Les premiers boutons floraux apparaissent aprés deux

mois et les fleurs s'épanouissent deux semaines plus tard.

Dans ce cas, nous avons pu constater que II pieds males
sur I4 et I8 pieds femelles sur 21 étaient parasitéds par

-Ustilago violacea, Toutefois, la méthode utilisée ne permet pas

de savoir si l%agent infectieux est représenté par les

téliospores ou les sporidies conjuguies.

b) Les rosettes cultivées en serre :

. . ——— Y — T T A ——— . . G . . - 5, G

Les rosettes de Silene alba sont infectées au niveau du

bourgeon terminal par une suspension concentrée de téliospores.
Quatre mois plus tard, 6 plantes sur 10 portaient des fleurs
dont la moitié (2 pieds femelles et I pied male) étaient

parasitées par Ustilago violacea.

106.
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c) Les fragments de tiges de Silene alba cultivés in vitro :
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Des noeuds provenant de plantes saines sont infectés
par une suspension de téliospores. Un mois plus tard, I05
explaniats sur I44 portaient des fleurs. Une observation
rigoureuse des fleurs mdles et femelles ne révéle aucune

modification caractérisant la présence d'Ustilago violacea.

Les téliospores se sont montrées tathogénes sur les
rosettes cultivées en serre et, probablement, sur les plantules
cultivées dans les mémes conditions. Les résultats négatifs
enregistrés sur les noeuds cultivés in vitro seraient peut-8tre

provoqués par une mauvaise germination des té&liospores.

£ - INFECTIOM DES SILENES PAR LES SPORIDIES CONJUGUEES.

a) Silénes cultivées en serre :

. — - - — ———— - > - = g - o -

I - Les plantules :

Les plantules infectées par immersion dans la suspension
de sporidies conjuguées se développent en rosettes. A la
montaison, 6 pieds femelles et 9 pieds mdles &taient
parasités. La montaison n'était pas synchrone pour toutes
les plantes et les pieds ma3les étaient les premiers &

fleurir un mois avant les femelles.

Signalons que l'infection artificielle de ces pieds a
€té réalisée 3 partir de dicaryons provenant de la
germination des téliospores récoltées dans les anthé&res

de Silene alba ; c'est donc le méme Ustilago violacea

qui parasite les deux espéces de siléne.

Nous avons, par ailleurs, infecté de jeunes plantules

en n'immergeant que les racines dans 1l'inoculum, afin de
savoir si tous les organes &taient réceptifs et si les
racines pouvaient @tre une voie d'infection. L'expérience
est identique i la précédente, mais seules les racines-

sont restées pendant 6 heures en présence de 1l'inoculum.



Les plantules sont ensuite repiquées en serre.
I5 pieds md3les sur I6 et 9 pieds femelles sur I2

ftaient parasités par TUstilago violacea.

La mfthode d'infection par la racine donne donc des
résultats positifs qui montrent que les racines peuvent

constituer une voie de pénétration du parasite.

2 - Rosettes de Silene alba et S.dioica :

Afin de vérifier que le stade plantule n'était pas le

seul sensible A Ustilago violacea, nous avons réalisé

des infections expérimentales quand les plantes (Zgées
d'environ 4 mois) avaient atteint le stade de rosette.
Nous avons alors injecté au mois de Mai, 1'inoculum
constitué de dicaryons au niveau de bourgeons terminaux

de Silene alba et S.dioica.

L'expérience a porté sur 5 pots de chaque espéce, 3
pieds femelles et I pied m3le de 1l'espice alba &taient

parasités par Ustilago violacea ; le 5&me pot est resté

en rosette jusqu'ad la fin de l'expérience.

L'espéce dioica présentait un pied md3le et un pied
femelle parasités ; 2 pieds mB3les portaient des fleurs
parfaitement saines et un pied est resté A 1'état de

rosette.

b) Silénes cultivés

- ———— - —— -~ —

Les rosettes de Silene alba et S.dioica infectées de la

méme fagon que celles maintenues en serre, sont cultivées dans
un champ ol elles ont passé 1'hiver. A la belle saison, elles

se développent et fleurissent. Dans le cas de Silene alba,

10 pieds mdles sur I5 et I8 pieds femelles sur I9 étaient

parasités ; avec Silene dioica, 5 pieds ma@les sur I0 et 7

pieds femelles sur I0 &taient &galement parasités,

106.
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Ainsi, les plantes au stade rosette peuvent &etre

infectées et le champignon résiste au froid hivernal.

Nous avons fgalement réalisé des infections avec les deux
souches B.874 et B,974, haplolIdes et compatibles, réunies
quelques minutes seulement avant l'expérience, de fagon 3 ce que
l'infection soit réalisée par des sporidies non conjuguées.

Cette suspension a été injectée & des rosettes de Silene dioica.

4 pieds md3les sur 5 et 5 pieds femelles sur 5 &taient parasités

i la fin de l'expé&rience.

En conséquence, les sporidies conjuguées (dicaryons) ont
un pouvoir pathogéne 3 1'Egard des deux espéces'de silénes,
guel que soit leur stade de développement, qu'ellesrsoient
cultivées en serre ou en champ. D'autre part, il n'est pas
indispensable d'attendre que les sporidies conjuguent pour
réaliser ces infections, puisque la réunion de deux clOnes
compatibles suffit pour provoquer le phénoméne de castration

parasitaire sur Silene alba et S.dioica.

c¢) Silénes cultivég in vitro :

Apré&s avoir montré qu'il était possible d'obtenir in vitro

i
des fleurs de sil@nes parasitées par Ustilago viclacea, & partir

P

d'explantats déid infectés dans la nature, et qu'il était aussi
possible de réaliser des infections artificielles sur des plantes
entidres cultivées en pot, nous avons tenté d'infecter, 3 l'aide
de dicaryons, des plantes entiéres cultivées aseptiquement,

des fragments de tiges ou des colonies tissulaires cultivées

in vitro.

I) Les plantules de Silene alba :

Des graines de Silene alba sont mises 3 germer dans

des conditions aseptiques ; lorsque les plantules ont
atteint 3 cm, elles sont immergées pendant 6 heures
dans 1'inoculum constitu® par une suspension de

dicarvons.
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Elles sont ensuite transplantées sur un milieu gélosé
comprenant les é€léments nutritifs de la solution de
MURASHICE et SKOOG et 3 7 de glucose. Le développement
des plantules est tout d'abord normal, elles ne tardent
pas A former de petites rosettes, mais leur croissance
s'arréte rapidement. Pendant ce temps, sporidies et
dicaryons se multiplient trés activement par
bourgeonnement, forment des colonies qui s'étalent et
s'épaississent 3 la surface du milieu, inhibent les

plantules qui jaunissent et se nécrosent.

Fragments de tiges :

Des explantats prélevés au niveau des noeuds de tiges

saines de Silene alba et S.dioica sont préparés pour

étre cultivés in vitro. Au moment de l'ensemencement,

on les infecte 3 la seringue au niveau du bourgeon

axillaire, avec 0,I ml environ d'un inoculum constitué

par une suspension de sporidies conjuguées.

Apr3s un mois de culture, l'espéce S.alba présente

I7 explantats sur 73 portant des fleurs parasitées
(PL.IV - fig. 2). Quant 3 l‘'espéce S.dioica, le nombre
d'explantats ayant fleuri &tait faible parce que les

noeuds &taient déjid trés lignififs. Néanmoins,

.5 pieds sur I3 étaient infectés par le champignon.

Nous avons recommencé la méme expérience en variant le
mode d'inoculation. Au lieu d'injecter, nous déposons
4 la seringue une goutte correspondant 3 O0,I ml de la
suspension de dicaryons : seulement 6 explantats

de Silene alba sur 84 étaient parasités par Ustilago

violacea.

Au cours de ces expériences d'infections expérimentales,
le seul critére que nous avons retenu pour affirmer que
la plante était ou non parasitée, &tait la présence

des fleurs charbonnées (PL.III - fig. 4 et 6). Il est
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possible que d'autres explantats n'ayant pas encore
fleuri, renferment aussi du mycélium dicaryotique,

mais nous n'avons pas fait d'observations cytologiques.

Quoi qu'il en soit, ces essais montrent cependant

que le cycle complet d'Ustilago violacea peut &tre

obtenu dans des conditions rigoureusement contrdlées.

Les tissus isolés de Silene alba :

Nous nous sommes demandés si Ustilago violacea,

parasite obligatoire, pouvait effectuer son cycle de
développement en présence de tissus de 1'hdte, sans
différenciation florale. Nous avons donc mis en culture
(milieu de MURASHIGE et SKO0OG, 3 7 de glucose, 2,4 D
10_7), des fragments de 250 mg prélevés sur des

colonies tissulaires de Silene alba. A 1'aide d'une

seringue, nous déposons 3 la surface des explantats
environ 0,I ml d'inoculum (suspension de sporidies

conjuguées).

La présence du champignon réduit trés fortement la
croissance des tissus qui finissent par se nécroser,
alors que les sporidies se multiplient rapidement,

envahissent les tissus et le milieu de culture.

Une observation au microscope montre que les sporidies
quil se développent fusionnent entre elles sans donner
de filaments mycéliens. Nous n'avons pas observé non

plus la formation des té€liospores sur ces tissus.

Nous avons recommencé& 1‘expérience en infectant les
tissus lorsque les colonies tissulaires sont en pleine
croissance (environ 2 g). La goutte d'inoculum est
déposée de fagon qu'il n'y ait aucun contact entre le
champignon et le milieu de culture. Le résultat est

le méme que précédemment avec un délai plus long.
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En résumé, nous constatons que les cldnes B.874

et B.974 d'Ustilago violacea que nous avons isolés au laboratoire

depuis 6 ans et entretenus réguliérement dans des conditions
aseptiques, ont conservé leur pouvoir pathogéne. Toutefois,
comme cela avait déji été signalé (HASSAN et MAC DONALD, I971),
nous confirmons que les sporidies haploIdes qui ne peuvent pas
produire de filaments dicaryotiques sont incapables de parasiter
les silénes, alors que les sporidies conjuguées ont un bon

pouvoir pathogéne.

Les inoculums que nous avons utilisés proviennent de

téliospores récoltées dans des anthéres de Silene alba ; ils

sont susceptibles d'infecter aussi Silene diocica, ce qui

souligne qu'Ustilago violacea n'a pas de spécificité trés stricte.

De plus, la pénétration du champignon dans les tissus de 1'hGte
semble se faire de fagon identique dans les pieds mdles et

femelles des deux espéces.

Les essais réalisés sur les plantes entiéres ont permis
de montrer que l'infection pourrait avoir lieu 3 différents
stades de développement de la plante. La pénétration du parasite
peut se faire par différents organes, les bourgeons et les
racines étant particuliérement favorables A cette pénétration.
Par ailleurs, alors que la température et la lumiére jouent un
role important dans la floraison des sil&nes, il semble que le

champignon résiste tré&s bien au froid hivernal. Ustilago violacea

est certes un parasite strict, c'est-i-dire qu'il ne peut pas
effectuer son cycle de développement sur milieu synthétique
actuellement connu ; mais il ne le peut non plus sur les cellules

vivantes des colonies tissulaires de Silene alba ; il semble donc

que les relations hOte-parasites soient trés &troites, et que le
champignon ne puisse réaliser son développement complet gue
par l'intermédiaire des anthéres de sil&nes, sans qu'on sache

d'ailleurs exactement pourquoi.

Du reste, aprés avoir obtenu la floraison in vitro
des silénes, nous avons réalisé le cycle du champignon dans des
conditions rigoureusement contr8lées et dans un délai relativement

court (I mois).
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CHAPITRE X

FTUDES CYTOLOGIOUFS DES MODIFICATIONS STRUCTURALES PROVOQUEES
PAR USTILAGD VTOLACEA CHEZ STLENE DIOQICA.

Les modifications morphologiques provoquées par ce
parasite considéré comme obligatoire ont été décrites par
WANG (I934) qui a dressé un inventaire du genre Ustilago et
décrit l'action du parasite dans les fleurs de différentes

espéces. BAKER (I947) précise que chez Silene dioica, 1'é&tamine

est le seul organe ol Ustilago violacea produit des téliospores.

GIULIANO (I962), puis EVANS et WILSON (I971) décrivent le

trajet du mycé&lium dans son hdte.

Ces travaux sont réalisés essentiellement en
microscopie optique (M.0.), et il est opportun de préciser les
relations du parasite avec les cellules de 1'hdte, 3 l'aide de

la M.0. et surtout 3 1'échelle de la microscopie &lectronique

i transmission (M.E.T.).

Nous rechercherons le parasite d'abord dans les tissus

végAtatifs de 1'hdte (Silene dioica) avant d'étudier son action

au niveau des fleurs miles et femelles. Cette action &tant la

méme chez Silene dioica que chez S.alba, nous ne rapporterons

ici que les observations réalisées sur la premi®re espéce.

A - LOCALISATION D'USTILAGO VIOLACEA DAMS LES TISSUS
VEGETATIFS DE SILENE DIOICA.

En général, chez Silene dioica, il est trés difficile

de distinguer une plante saine d'une plante parasitée avant la
floraison ; les travaux de BATCHO et ZAMBETTAKIS (I975) ont
montré que les différences observées par BAKER (I947) ne se
manifestent pas toujours. Toutefois, le parasite séjourne dans
les silénes puisque des plantes parasitées artificiellement

il vy a six @ns et cultivées en serre, produisent, chaque &té,

des tiges qui portent des fleurs parasitées (BATCHO et
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ZAMBETTAKIS, 1976).

C'est la raison qui nous a amené& 3 rechercher le
parasite dans la plante au stade végétatif, en particulier dans
les méristeémes des bourgeons apicaux ou axillaires. Ces

bourgeons, sains et parasités par Ustilago violacea, proviennent

de cultures en serre et ont &té traité&s selon le protocole

habituel pour la M.0. et la M.E.T.

Ustilago violacea se comporte de fagon analogue dans

les plantes males et femelles de Silene dioica ; nous nous

contenterons donc de comparer des méristémes de plantes saines

et parasitées, sans distinction de sexe.

a) Cellules des apex non_parasit@s :

En microscopie optique, 1'apex a la forme d'un ddéme
présentant de chaque cdté, les initiums foliaires (PL.V - fig. I).
I1 est constitué de deux assises superficielles (PL.V - fig. 2),
d'une zone axiale (PL.V - fig. 3) et des zones latérales
considérées comme trés actives du point de vue mitotique.

(NOUGAREDE, I965).

Les cellules sont toutes semblables au niveau des
assises superficielles ; chacune renferme un noyau qui occupe
plus de la moitié du cytoplasme., Les parois pectocellulosiques
sont fines et ne ménagent pas de méats intercellulaires
(PL.V - fig. 2 et 4). Dans le cytoplasme, les mitochondries,
trés nombreuses et de petite taille sont pauvres en crétes
les plastes et les vacuoles peu nombreux sont de taille
réduite. On observe quelques dictyosomes, et le réticulum
endoplasmique est faiblement développé (PL.V - fig. 4). Ces
caractéristiques cytologiques se retrouvent dans les cellules
de la zdne axiale de 1l'apex (PL.V - fig, 3). Il semble cependant
que les mitochondries soient plus nombreuses, et que des
gouttelettes osmiophiles de taille variable apparaissent dans
le cytoplasme. Bien que de forme plus allongée, les cellules
des zones latérales (anneau initial selon PLANTEFOL, I1962) ont
une ultra-structure comparable 3 celle des cellules des assises

superficielles.



Selbn EVANS et WILSON (197I), le myciAlium dicaryotique

d'Ustilago violacea réside dans le phloéme, juste en dessous du

méristéme apical, lorsqu'il vit en parasite dans Silene vulgaris.

Dans le cas de Silene dioica, il s'installe entre les

cellules méristématiques et peut €tre observé dés la premidre
couche cellulaire de 1l'apex qu'il envahit entidrement (PL.VI =~
fig. 5). Dans certains cas, il est en relation directe avec
1'extérieur, ce qui suggdre son mode de pé&nitration dans 1'hdte

(PL.V - fig. I).

Le myc&lium dicaryotique est entouré d'une paroi
épaisse et se Jocalise dans la lamelle moyenne comme cela a été

décrit dans les tissus sporogénes de Silene dioica (AUDRAN

et BATCHO, I980). Les hyphes mycé&liens progressent alors de
préférence 3 1'emplacement de méats qu'ils créent en écartant
les cellules voisines (PL.VI - fig. 6), mais ils peuvent aussi
€tre situés entre les parois d'une aréte cellulaire séparant
deux cellules voisines (PL.VII - fig. 7). On le retrouve partout
dans 1'apex (PL.VI - fig. 6 et PL.VII - fig. &) ; par contre,

il est rare dans les &bauches foliaires, et presque inexistant

dans les feuilles différenciées (fig. I12).

Malgré la présence du parasite, les cellules
méristématiques ont une infrastructure presque normale, si ce
n'est la présence parfois de gouttelettes osmiophiles plus
abondantes, gui peuvent participer A la nutrition du champignon
(BATCHO et AUDRAN, I979) (PL.VI - fig. 5). Certaines de ces

cellules se divisent d'ailleurs normalement (PL.VI - fig. 6).

c) Falsceaux crlblo vasculalres et méristémes axillaires :

Lorsque Verticillium dahliae parasite le chrysanthéme

ornemental, au bout de huit jours, des hyphes et des conidies
apparaissent dans tout le systéme vasculaire des boutures. Lles
tubes criblés sont obturés, ce qui entraine le flétrissement

gfniral de 1a plante (ALEXANDER et HALL, I677),.
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Dans le cas de Silene dioica parasité par Ustilago
violacea, le xyléme et le phloZme semblent dépourvus de parasite.
Par contre, le mycélium est abondant au niveau des méristdmes
axillaires qui, 3 l'aisselle de chaque feuille, produisent des
rameaux. Ce qui explique que les fleurs que portent ces rameaux
soient toutes parasitées quand l'infection est réalisée sur
des plantules ou des rosettes de feuilles.

Dans la nature, nous avons observé des plantes dont certains
rameaux portént des fleurs parasitées, alors que sur d'autres
rameaux, les fleurs sont indemnes ; dans ce cas, il est
vraisemblabhle que 1'infection due 3 la pluie, au vent ou aux

insectes, n'atteint que certains bourgeons axillaires (fig. I2).

En résumé, contrairement aux observations de WANG
(I934) et, surtout, 3 celles de GIULIANO (I962) qui décrit le
parcours du mycélium a travers les faisceaux cribro-vasculaires
de S, diocica dé&truisant au passage tous les tissus traversés,
'nous avons constaté, aussi bien en M.0. qu'en M.E.T., que les
hyphes du parasite sont toujours entre les cellules et non en
contact direct avec le cytoplasme de 1'hdte. De plus, les
cellules voisines des mycéliums sont indemnes parce que le
parasite est dépourvu d'agressivité avant la formation des
organes reproducteurs.
Son absence dans les faisceaux cribro-vasculaires permet, A ces
derniers, d'assurer normalement le transport des Eléments nutritifs,
ce qui explique pourquoi il est difficile de distinguer les
plantes saines de celles qui sont parasitées et dont 1le
développement végétatif est A peine troublé. Ce comportement

est donc trés différent de celui du tournesol parasité par

Verticillium dahliae o1 le parasite provoque des modifications

ultrastructurales des faisceaux cribro-vasculaires : il
dégrade la paroi des vaisseaux et la nécrose apparait en méme

temps que la dégénérescence du phleodme (ROBB et coll., I977).

Les observations en M.E.T. ont permis de préciser

qu'Ustilago violacea se maintient entre les cellules des méristémes

apicaux et axillaires pendant touvte la péricde vigétative

de Silene dicica. -




Localisation du mycé&lium d'Ustilago violacea dans

1'apex de Silene dioica au stade végétatif,

La teneur en mycélium dans les différentes parties
de l'apex est exprimAe sous 1l'aspect de pointillés

plus ou moins densément répartis.
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Tl peut y vivre pendant plusieurs années sans sporuler ni
détruire les cellules méristématiques, contrairement 3 ce qui

se passe en présence des cellules sporogsnes (RATCHO, JEAN

et BOURIOQUET, TO08n : AUDRAN et BATCHO, 1979). Aussi, on comprend
pourquoi les plantes artificiellement parasitées, et maintenues
en serre depuis 6 ans, alors qu'elles perdent leurs tiges et

se transforment en rosettes pendant 1'hiver, présentent des
fleurs charbonnées tous les étés, Il est probable, dans ce cas,

que le mycé&lium d'Ustilago viclacea subsiste dans les

méristémes médians des rosettes.

En ce qui concerne les plantes observées dans la nature,
dont les feuilles et les tiges disparaissent en hiver, le
parasite persisterait dans les centres méristématiques souterrains,

susceptibles de redomner des tiges 1'été suivant,

Enfin, le fait que le champignon soit absent dans
les faisceaux cribro-vasculaires et, aussi, dans les tissus
foliaires au fur et A mesure que les feuilles se différencient,

laisse supposer gue le mycélium dicaryotique d'Ustilago violacea

peut avoir trois comportements différents selon qu'il est

en présence de cellules différencifes, de cellules méristématiques,
ou du tissu sporogéne (AUDRAN et BATCHO, I979). Dans le premier
cas, le mycélium est réprimé et disparait ; dans le second,

il trouve les conditions de vie ralentie et ne sporule pas ;

énfin, dans le troisiéme, il trouve un suhstrat favorable 3

sa sporulation.

La figure 172 résume cette localisation du parasite dans les tissus

végétatifs de Silene dioica.

—i

B - MODIFICATIOM DFE LA MORPHOGEMNESE DES FLEURS MALES
FEMELLES DE SILFME DIOICA SAIMES ET PARASITEES P
USTILAGO VIOLACFA.

E
A\R

Les boutons floraux provenant de pieds m3les et

femelles de Silene dioica sont fix&s au carnoy et cclorés

5 la thionine. TLe test de BRACHET a été choisi pour la mise

en Avidence des polvsaccharides.
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L'androcée de Silene diocica comprend deux verticilles

de cing étamines (PL.VIII - fig. Ta et 2a), qui se développent
l1'un aprés l'autre. Dans les boutons floraux dont la taille

est inférieure # I mm, seul le verticille intermne est visibhle,
les étamines sont % 1'dtat de lobes méristématiques (PL.VIII -
fig. 3a). Chaque lobe est formé de cellules 4 gros noyau

(PL.VIII - fig. 4a) dont le protoplasme est intensément coloré

en rouge par le test de BRACHET, ce qui indicue sa richesse

en acides nucléiques. Lorsque le bouton atteint I,5 mm

(PL.VIII - fig. 2a et 5a), les anthéres complétement formées
comprennent 4 sacs polliniques : elles sont au stade préméiotique.
L'axe caulinaire, au centre du verticille interne d'étamines,

se termine par une languette de tissu procambial (PL.VIII-

fig. 6a), sans la moindre ébauche d'ovaire. .
La paroi du sac pollinique comprend les assises JT)épidermique
2)sous~-épidermique (qui donnera ultérieurement 1'endothécium) ;
3)deux assises intermédiaires de cellules étroites (°L.VIII -
fig. 5a) censtituant le "mur"; 4)l'assise des cellules tapétales,
en voie de différenciation enveloppe , 5)le tissu sporogéne.

Les deux premiers types de cellules ont la méme coloration :

bleu foncé pour le noyau, rose pour le cytoplasme, ce qui souligne
leur origine commune (l'archesporium) méme si leur morphologie

est différente.

Lorsque le bouton floral atteint 2,5 mm, les &tamines
du verticille interne ont une taille tr&s supérieure I celles
du verticille exterme (PL.VIII- fig. 7a). Le tissu sporogéne
entre en méfose, mais celle-ci n'est pas rigoureusement synchrone
dans tous les sacs polliniques : nous avons observé cBte & cOte

des méiocytes en métaphase I et en prophase II.

A la fin de la méiose (PL.VIII- fig. 8a), le tapis,
i son optimum de développement, est composé de cellules
plurinucléées (2 & 3 noyaux) dont le cytoplasme est intensément
coloré par la rvfaction mitachromatigue de la thicnire ; les .

assises intermédiaires sont trés étroites et l'endothécium formé



119.

de cellules allongées en voie de diff{érenciation (PL.VIII- fig.
9a).

La sporogénése se déroule quand les boutons floraux
ont entre 3 et 4 mm. Aprés la mitose pollinique, une grande
vacuole occupe plus de la moitié du volume cellulaire du jeune
grain de pollen (PL,VIII- fig. 9a). Le sporoderme est alors
entisrement formé& ; il comprend une lame d'endexine sur laquelle
sont fixés les piliers de 1l'ectexine. Le tapis régresse, les
assises intermédiaires ne sont plus visibles et celles de 1'assise
mécanique présentent les Eépaississements caractéristiques de

leurs parois.

Les prfcisions ultrastructurales ont &té apportées
par les observations en M.E.T. Ainsi, les assises pariétales,
au nombre de 3, sont constituées de cellules aplaties dont le
novau posséde deux ou trois petits nuclfoles denses. Dans le
cytoplasme riche en ribosomes, on observe les organites hahituels
d'une cellule végétale. On remarquera toutefois le faible
développement du réticulum endeplasmique et la présence d'un
vacuome bien développé dont l'accroissement ultérieur est un
des traits dominants de 1'é&volution normale de ces cellules

(PL.IX - fig. 2).

Le massif sporogéne, en position centrale, est constitué
de cellules isodiamétriques. Leur composition infrastructurale
est relativement simple (PL.IX - fig. 3). Les parois squelettiques,
fines et sinueuses, ne sont traverséfes que par de rares
plasmodesmes. Le hyvaloplasme est riche en ribosomes ; les
plastes peu nombreux ont une forme subsphérique ; leur stroma
tr3s dense renferme un systéme lamellaire vestigial ré&duit le
plus souvent A de petites vésicules en position p3riphérique ;
le chondriome abondant est composé& de mitochondries de forte taille
et possédant de rares crétes ; les dictvosomes, d'infrastructure
classique, ont une activité restreinte ; le réticulum
endoplasmique est extrémement réduit et des vacuoles 3 caractdres
antophagiques sont reconnaissables. Enfin, le noyau de forte

taille possede un gros nucléole central.
- o
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Ces cellules conservent cet aspect cytologicue jusqu'id 1la
nécrose. Toutefois, certaines cellules sporogdnes, en
particulier celles situées au centre du massif, se détruisent
(PL.IX - fig. I). Leur cytoplasme, en se densifiant, réagit
fortement aux colorants usuels de la M.0., et, plus
particuliérement, 3 ceux des lipides. Le novau n'est plus

discernable.

Nous avons suivi particuliérement 1'@volution des
cellules tapétales A cause des troubles ultérieurs que provoque

Ustilago violacea, spécialement 3 leur niveau.

A l'origine, 1'assise tapétale est constituée de
cellules uninucléées dont les pOles cellulaires tournés vers
l1"intérieur du sac pollinique, sont occupés par l'ensemble
regroupé des mitochondries et des plastes, tandis qu'au pdle
opposé, se tient le noyau. Cette disposition confére 3 ces

cellules une certaine polarité.

C'est au dAbut du stade méiotique que les cellules
tapétales, perdant leur polarité, se divisent mitotiquement
et deviennent binucléées. Au stade tétrade, leur taille augmente
considérablement, leur cytoplasme est riche en ribosomes avec
un appareil de golgi particuliérement actif et un réticulum
endoplasmique trés développé. Les cellules tapétales sont
reliées entre elles par de nombreux plasmodesmes ; elles sont
limitées par une paroi squelettique de structure fibrillaire
et de nature polysaccharidique, dont 1'épaisseur est plus
importante sur les faces radiales. Des amas denses de substances
de texture hétérogéne se développent sur la face bordant la

loge de l'anth&re et dans le périplasme.

Au stade ol les microspores sont libérées des tétrades,
les parois squelettiques des cellules tapétales se détruisent.
Ces derniéres ne sont plus séparées les unes des autres et de
la cavité sporangiale que par leurs plasmalemmes surmontés

d'un fin feutrage polysaccharidique. Sur la face interne des
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cellules tapétales se forment des orbicules de taille et de
forme irréguliére, présentant une texture hétérogéne.
De nombreuses particules, de méme densité que les orbicules,

semblent fusionner dans le cytoplasme cellulaire.

De la fin de la période de vacuolisation des
microspores 3 l'anthése, les cellules tapétales se détruisent.
Cette destruction est essentiellement marquée par une intense
vésicularisation du cytoplasme et la genése d'importantes
flaques lipidiques, avec la formation de masses de substances
homogénes. Ces dernidres, émises dans la cavité sporangiale,
viennent au contact des grains de pollen. A 1l'anth&@Se, le tapis,
totalement &crasé, est associd aux restes de cellules transitoires,
et forme une couche de débris cellulaires surmontée par les

orbicules.

Chaque grain de pollen sphérique (PL.VIII- fig. IOa)
a un diamétre de 50 A 60 pm ; sa taille est donc plus &levée
que celle signalée par M'NEIL et coll, (I978). Nous avons
dénombré environ I5 7 de grains vides (PL,VIII - fig. IIa),
réduits au sporoderme. Ce pourcentage de léthalité accidentelle

est toutefois normal.

Le développement de l'androcé&e de Silene dioica

se réalise donc de fagon classique (VASIL, I973 ; JEAN, I974).

Soulignons toutefois que le tapis dérive de l'assise externe
du tissu sporogéne et qu'il n'y a aucune structure ovarienne

dans les fleurs males.

b) Développement et morphologie de la fleur mdle parasitée :
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Extérieurement, un bouton floral parasité ne se
distingue pas d'un bouton sain (PL,X - fig. 2). Les anthéres
parasitées sont lég3rement plus courtes, mais leur morphologie

n'est pas modifiée (PL.X - fig. 2 et 4).

Dans les trds jeunes boutons, les lobes méristématiques

des futures &tamines se développent normalement, sans trace
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apparente du parasite. Lorsque 1'anthére est formée (PL.XI -
fig. Ib et 2b), la paroi des quatre sacs polliniques est
constituie de cellules, toutes identiques, qui se coiorent
fortement par la réaction métachromatique : celle-ci traduit

1'influence d'Ustilago violacea sur le mBtabolisme cellulaire.

Quand le bouton atteint de 2,5 4 3 mm, le tissu
sporogéne, formA par un parench&me homogéne, n'a pratiquement
pas é&volué ; son dadveloppement est bloqué par la présence du
parasite. Celui-ci peut apparaitre dans 1l'assise périphérique
des cellules sporogénes et progresser vers les cellules centrales
(PL.XI - fig. 3b) ou inversement. Les cellules s'hypertrophient
avec un noyau qui double de taille (I6 pm), rejeté ultérieurement
3 la périphérie de la cellule par de grandes vacuoles qui
traduisent le déséquilibre hydrique des cellules (PL.XI - fig.
8b et 9b); dans ce cas, les structures cellulaires sont
testées par la coloration de BRACHET. Quand les boutons ont
atteint 4 mm, la sporulation du champignon commence & se manifester
les cellu}es du tissu sporogéne sont détruites (PL.XI - fig. 4b
et 5b) et remplacées par de jeunes téliospores (PL.XI - fig. 6b
et 7b) colorées en violet pourpre par la thionine. En méme
temps, le mycélium progresse dans les cellules de la pareoi du

sac polliniqgue,.

Fn M,E,.T., cing &tapes peuvent &tre définies dans la
progression des modifications histologiques des anthéres

aboutissant A leur destruction.

c) Apparition du mycdlium dans les tissus de l'anthére :
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Cette premidre étape, oll le champignon s'implante dans
l'anthére, est particulifrement difficile A détecter en M.O.
Cette difficulté est 1ide 3 la finesse des structures mycéliennes
qui échappent ainsi A 1'observation, mais surtout, au fait que
l1'anthére conserve une histologie apparemment normale
(PL.XII - fig. 4). Les observations en M.E.T. rév3lent cependant,

sans ambiguité, que le champignon apparait trés tot dans les
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tissus de 1'anthére qu'il envahit progressivement. On le
rencontre aussi bien dans les tissus paridtaux (PL.XII - fig.5)
qu'au‘niveau du tissu sporogéne (PL.XII - fig. 6). Le mycélium,
comportant une fine paroi dense, est alers essentiellement
localisé aux angles des cellules. La structure cytologique des
cellules sporogdnes et pariétales ne semble pas affectée par

la présence du parasite, si ce n'est un léger fpaississement de
leurs parois squelettiques au contact des parois

du champignon (PL.XII - fig. 5 et 7).

d) Nécrose ponctuelle au sein du massif sporogéne :
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Alors que les cellules pariétales conservent un aspect
normal, quelques cellules sporogénes situes % différents endroits
du massif sporogéne se nécrosent et se résolvent en masses
denses fortement chromatiques et facilement repérables en M.O,
(PL.XIII - fig. 8). La M,E.T. permet de suivre les modalités de
la dégradation de ces cellules : au début, la masse cytoplasmique
se condense et se sépare de la paroi squelettique. Les
mitochondries et les plastes se vésiculisent, tandis que de
nombreuses gouttelettes ou amas lipidiques sont rejetés dans le
périplasme. Le novau conserve un aspect normal (PL.XIII - fig. 9).
Puis, la densification et la vésicularisaticn du cytoplasme
s'accentuant, le novau se détruit & son tour. De nombreux
systémes vésiculaires de taille trds diverse, group®s en amas
ou isolés, s'observent alors dans la masse densifiée du
cytoplasme (PL.XIII - fig. I0). Enfin, & 1l'issue de cette
dégradation cellulaire, il ne reste plus qu'une masse tr&s dense,
limitée par des restes de parois squelettiques (PL.XIII - fig. II).
Dans le périplasme, noyé dans une substance granulo-fibrillaire,
subsistent quelques vésicules. Complétons ces données en soulignant :
la présence quasi constante d'un hyphe mycélien au contact de la
cellule sporogéne en nécrose (PL.XIII - fig. 9 et II) et
l'existence de cellules sporogénes nécrosées au volsinage de

cellules sporog3nes en mitose (PL.XIII - fig. I0).
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Le nombre des cellules sporogénes nécrotiques augmente
et l'aspect histologique du sac pollinique se modifie

progressivement.

I) Ce sont tout d'abord les cellules sporogénes au
contact des.cellules nécrosées qui se détruisent. Il se constitue
ainsi des amas denses de taille plus importante qui s'insinuent
entre les cellules sporogénes non encore atteintes, et tendent
i les séparer les unes des autres (PL.XIV - fig. I2). La
destruction de ces cellules se déroule selon le méme processus
que celui décrit précédemment. Parallé&lement, les cellules
intactes augmentent lég3rement leur volume (PL.XIV - fig., I2)
et de nombreuses petites vacuoles apparaissent dans le cytoplasme
dont la densité ribosomale a lég3rement diminué (PL.XV - fig. I5).
Nn constate qu'un grand nombre de mitochondries ont un stroma
trés &clairci et de tr3s rares créetes (PL.XIV - fig. I3). Le noyau
et le reste des organites cellulaires ne semblent pas modifiés.
Ces cellules sont toujours limitées par leur fine paroi
squelettique et leur zone de contact avec les amas de cellules
nécrosées ne présentepas de particularités (PL.XV ~ fig. I35 et
I6). Les cellules pariétales ne sont pas affectées par cette lyse
cellulaire, bien que de nombreux hyphes mycé&liens soient 2

leur voisinage (PL.XIV - fig. I4).

2) Initialement isolés, les amas de cellules nécrosées,
en augmentant d'ampleur se rejoignent. Ils englobent ainsi
les massifs de cellules sporogénes hypertrophiées (PL.XVI ~
fig. I7). Dans ces cellules fortement vacuolisées, le cytoplasme
apparait dilué. OQuelques images (PL.XVII - fig. 20) suggérent,
par ailleurs, que la dilatation de certains canalicules du R.E.,
par ailleurs fortement vésiculaire, contribue & l'enrichissement
vacuolaire de la cellule. Les plastes conservent leur apparence
initiale avec un stroma dense, ainsi que les mitochondries
(PL.XVI -~ fig. I8 et PL,XVIII - fig. 25 et 26). C'est 2 ce stade

dgue nous avons observé, dans un seul cas. % partir des hyphes

mycéliens plus abondants que précédemment, 1'émission d'une
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petite projection pénétrant dans une cellule sporogéne. A

son niveau, la paroi du champignon n'est séparée du plasmalemme
de la cellule hdte que par un mince espace clair (PL.XVI -

fig. 19).

Au paroxysme de cette hypertrophie cellulaire, le noyau
devient picnotique ; les membranes nucléaires se déforment ;
l'espace périnucléaire se boursoufle ; tandis que la chromatine
se condense et que le nucléole perd de sa compacité en

s'homogénéisant (PL.XVII - fig. 20 & 23).

Puis, le contenu cellulaire se rétracte (PL.XVIII -
fig. 24). En se densifiant, le cytoplasme exsude dans 1l'espace
situé entre le plasmalemme et la paroi squelettique, une
substance spumeuse renfermant des globules ou amas lipidicues
et de nombreux systémes vésiculaires (PL.XVII - fig. 23).

A l'issue de cette dégradation, le protoplasme toujours encadré
par sa paroil squelettique, constitue une masse dense uniforme
ol 11 est difficile de reconnaitre quelques organites

cellulaires (PL.XVIII - fig. 26).

f) Invasion de la cavit?® sporangiale par les hyphes mycé&liens :

Lorsque la grande majorité des cellules du massif
sporogane est transformée en masse dense, les hyphes mycéliens
proliférant fortement et s'insinuant entre les restes cellulaires,
prennent possession de la cavité sporangiale (PL,.XIX - fig. 27 -
28). Ces hyphes, comportant toujours une paroi fine et dense,
sont maintenant en contact étrcit avec les protoplasmes dégénérés

(PL.XIX - fig. 29).

g) Sporulation :

Des hyphes mycéliens sont aussi observés dans le filet,
entre les cellules de ce dernier. Ceux-ci sont généralement
orientés paralldlement au grand axe du filet et peuvent ainsi €@tre
sains sur de grandes longueurs, permettant de reconnaltre quelques
aspects de leur structure cytologique. L'hyphe mycélien est

composé de cellules binucléées (PL.XX ~ fig. 32), mesurant
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en moyenne 4 % 5 um ; elles possddent une fine paroi dense,
contrastant fortement avec celle des cellules parenchymateuses
de 1'hBte. Les parois transversales sont plus Apaisses que les
latérales (PL.XX - fig. 33). Dans le cytoplasme riche en
ribosomes, on observe de nombreuses petites vacuoles i contenu
granulofibrillaire, des gouttelettes lipidiques, ainsi que de
nombreuses mitochondries (PL.XX - fig, 33, 34). Les noyaux
enveloppés par leur double membrane ont un contenu d'apparence

homogéne (PL.XX - fig. 32). Remarquons que les cellules du filet

ne semblent pas affectées par la présence du mycélium.

h) Lib&ration des téliospores :

La destruction de l'assise é€pidermique permet la
libération des tZliospores avant 1'&panouissement des boutons
floraux. Cette libération n'est pas due # une déhiscence de
l'anthére puisqu'il n'y a pas d'assise mécanique. En fait,
pendant la sporulation, Ustilago progresse activement 3
l'emplacement des grains de pollen, sous sa forme mycélienne,
entre les cellules des assises intermfdiaires. La présence du
champignon ayant inhibé la différenciation des cellules du tapis,
le massif sporogéne, contrairement 3 ce quil est observé au
niveau des anthéres saines, est homogine <du centre 5 la périphér
Il est directement bordé par des assises cellulaires toutes
semblables et de structure parenchymateUse, puisque méme

l'endothécium,future assise mécanique, ne se différencie pas.

Aprés avoir détruit et digéré les cellules sporogénes,
Ustilago s'attaque aux assises intermédiaires dont les cellules,
entourées par un mycélium dicaryotique tré&s épais et virulent,
se nécrosent progressivement, de fagon & ce que les téliospores
murissent avant que la destruction n'atteigne 1'épiderme qui

est la dernidre harriire qui s'oppose 3 leur libération.

A ce stade, l'anthére remplie de téliospores prend
une teinte violacde (PL.X - fig. 3), et le moindre mouvement
extérieur est susceptible de provoquer une rupture au niveau

de 1'épiderme.

e

€.
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Sculignons enfin que tout au loung de cette évolution,
la morphologie externe de 1'anthé@ére parasitie est trés peu
différente de celle de l1'anthére saine (PL.X - fig. 3 et 4),

tout au moins jusqu'3 la derniére phase de la destruction,

En r2sumé, les jeunes anthéres de Silene dioica,

'a la nécrose, ont

depuis le moment de leur initiation jusqu
une composition histologique comparable 3 celle de jeunes

anfhéres de - Stellaria media_(PAL., 1952) et, d"une facon

générale, & celle décrite habituellement chez les Angiospermes

(MAHESHWARI, 1950 ; BHOJWANI et BHATNAGAR, 1977),-

Les cellules des assises pariétales ont une infra-
structure identique & éelle de cellules parenchymateuses} Si
la couche cel]ﬁlaire sous-jacente A 1'épiderme se transforme
en assise mécaniqﬁe, les autres coﬁdhes plus internes sont
appelées & se détruire aprés s-'étre fortement vacuolisBes
(AUDRAN, 19774),Les cellules du massif sporogéne ont les
caractéristiques de éellﬁles actives et leur caractére cytologique
s'accorde a celui décrit éhez des cellules sporogénes de plantes
supérieures (AUDRAN, I977b ; GENEVES, I97I ; LODKINA et coll,,
1975 ; CHRISTENSEN et coll,, I972 ; HESLOP-HARRISON, 1966),

Nous avons pu constater que, dans un certain nombre
d'anthéres, des cellules sporogines se nécrosent et disparaissent.
Rien, dans leur comportement cvtologique, ne permet de reconnaitre
ces cellules avant leur destruction brutale. Il semble donc
qu'il existe, au sein du massif sporogine, et biemn que toutes
les cellules qui le constituent aient une origine commune,
deux populations cellulaires distinctes ; 1'une dont le
développement normal aboutit 3 la genése des _
grains de pollen ; l'autre vouée 3 une mort prématurée,
ph&noméne sans doute 1i& 3 la nutrition des cellules sporogdines
normales. Des faits tr&s proches ont &té rapportés dans les
sacs polliniques des Gymnospermes (ATDRAN, I977b) et les anthéres

des Angiospermes (MAHESHWARI, I950).
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Ainsi, dans les anth?res d'Ophjopogon (MABRESHWARL,
1934), d'Holoptelea (CAPOOR, 1937), de Zostera (ROSENBERG,
I90I) et de Kigelia (VENKATASUBBAN, I1945), de nombreuses

cellules sporogfnes ne se différencient pas en cellule-méres
polliniques. Devenues stériles, elles sont &crasées et absorbées
par les cellules sporogénes fonctionnelles. Aussi, bien que
toutes les cellules sporogénes soient théoriquement capables

de donner des microspores, certaines servent & la nutrition des

autres. Dans le cas extréme des anthéres de Gentianacées

(GUERIN, I926) dépourvues d'un tapis bien constitué, les fonctions
de nutrition de ce dernier sont normalement assurées par les
cellules sporogénes elles-mEmes. La destruction des cellules
sporogénes est caractérisée par 1'apparition, 4 leur niveau,

d'une forte 1ip9chromie. Des observations, faites en M.E.T.

sur des cas similaires, (AUDRAN, I977b) révélent que le caractére
lipophile des cellules sporogénes en dégradation est dd i une

lipophanérose résultant de la lyse des organites cellulaires.

Diverses hypothéses ont été proposées pour tenter
d'expliquer 1la dégénérescence de ces cellules sporogénes.
Certaines font appel 3 une destruction mécanique, d'autres A
une nécrose liée A une déficience trophique de la cellule
(BAIRD, 1I939). Toutefois, ces mécanismes ne semblent pas étre la
cause premidre de ces destructions cellulaires, mais ne feraient

! éri i é 1 babl dd 3
qu exterioriser un etat atent probabiement du 8 une

particularité génétique (AUDRAN, I977b).

CONCLUSION

I ~ LE MYCELIUM,

Peu d'auteurs ont analys@, i 1'échelle de 1la
M.E.T., la cytologie du mycélium du genre Ustilago (ROBB,
I972). Les résultats que nous avons recueillis chez Ustilago
violacea n'offrent pas de particularités, si ce n'est 1'abondance
du systéme vacuolaire des cellules mvcéliennes. Leur
cytologie est comparable A celle décrite généralement chez

d'autres champignons (MARCHANT, 1070 ; BELLEMERE, 197%).
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Selon WANG (I1I932), les filaments mycéliens circulent,
soit dans les espaces intercellulaires, soit dans les cellules
elles-mémes, oi, pénétrant dans le protoplasme, ils peuvent
venir entourer le noyau et parfois y pénétrer, Si nos observations
confirment les déplacements intercellulaires du mycélium,

nous n'avons, par contre, jamais observé d"hyphes intracellulaires.

Dans les anthéres parasitées, le mycélium dicaryotique
circule entre les cellules et spécialement, au niveau des angles
cellulaires, 13 ol , normalement, se situent les méats. Comme
pour le mycélium de Taphrina deformans, parasite des feuilles
du Pécher (SCHNEIDER et DARGENT, I977), celui d'UsFilago

violacea se trouve toujours en dehors des parois cellulosiques.
Il progresse dans la lamelle moyenne et son passage provoque
un écartement des cellules, en particulier, dans le tissu
sporogéne ol les méats sont absents du fait de la contiguité
des cellules. Il est probable, comme cela se déroule dans les

tissus racinaires de la Tomate pour Pirenocheta lycopersici,

que la pénétration intracellulaire du mycélium soit la
résultante d'une double action enzymatique et mécanique
(DELON, I974), Tandis que des systémes lytiques digérent la
lamelle moyenne, la turgescence du mycélium &carte localement

les cellules.

Les champignons parasites des Végétaux,dont le mycé&lium
est intercellulaire émettent souvent des haustoria ou
sugoirs, leur permettant de capter les produits du métabolisme
des organes infestés (ALEXOPOULOS, I958) ; BOUCHET, I979). Sur
le mycélium d'Ustilago violacea, WANG (I934)a signalé, de place

en place, la présence de sugoirs de formes variées, le plus
souvent globuleux, piriformes, parfois irréguliers, rarement
découpés en lobes ou ramifiés. Ces sugoirs entrent dans la
cellule généralement par simple effraction quelquefois par
évagination , Pour notre part, nous n'avons observé qu'un cas oi
le mycélium projette, dans une cellule sporogéne, une émergence
pouvant s'apparenter i un sugoir. Cette formation peu développée
s'enfonce dans le protoplasme de la cellule-hGte, en invaginant
la paroi squelettique, A 1'extrémité de l'invagination, la paroi
squelettique se rompt et la paroi mycélienne n'est séparée

du plasmalemme de la cellule sporogéne, que par un espace fin et

transparent.
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A cet endroit, le plasmalemme de la cellule-hdte ne
semble pas modifié et le cytoplasme environnant l'invagination
ne présente pas d'organisation structurale particuliére, ni de
rassemblement d'organites cellulaires. Ce type de sugoir se
révile donc trd3s simple et apparalt comme un diverticule mycélien,
sans différenciation particuliére, comme le sont ceux des hyphes

associés aux Cyanophytes dans le Lichen-Lichina pygmea

(BOISSIERE, I977). De ce fait, ces sugoirs sont tr&s différents
de ceux, plus complexes dans leur infrastructure et leur rapport
avec la cellule-hGte, décrits chez de nombreux champignons
(HOHL, STOSSEL, I976 3 ORCIVAL, 1969),

2 - MODALITES D'ACTION DU CHAMPIGNON SUR LES TISSUS DE L'ANTHERE.

Les techniques de la M,E.T, ont montré sans ambiguité
que les hyphes mycéliens, provenant du filet de 1'étamine,
envahissent trés tot les différents tissus de l'anthére. La finesse
du mycélium et 1l'absence d'altération des tissus parasités
expliquent, sans doute, pourquoi ce premier stade de 1l'infestation

a échappé& aux observations en M,O0.

Installé, le champignon :

- blogue 1 hlstogenese de l'anthére i un stade juvénile :

- —— ST - —— P ‘e S VD S GHn i > " - G Son Tt $ 3. - G

En effet, les cellules, dont la vocation normale est
de produire les microspores, demeurent en l'état de cellules
. sporogénes. Le tapis ne se différencie pas, et la méiose n'a

pas lieu. Par ailleurs, 1l'endothécium ne se forme pas.

- détruit_s

1o

}gc ivement le contenu de 1'anthére :
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Les cellules sporogénes sont, en effet, les seules &
€tre affect&es par le parasite et 3 se nécroser. Les
cellules pariétales ne semblent pas, par contre, souffrir du

champignon.

Ainsi, en maintenant les anthéres dans un état de

jeunesse et en altérant spécifiquement le massif sporogéne,
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le champignon se développe au sein de systémes cellulaires
trés actifs et bénéficie de leur métabolisme intemnse.

Ce fait peut €tre mis en relation avec le rajeunissement
cellulaire (DELON, I974) et 1'augmentation de l'activité
métabolique (WOOD, I967), notés dans les régions infestées

des plantes parasitées par les champignons,

Deux aspects particuliers caractérisent l'action du

champignon sur les cellules sporogénes :

tout d'abord, celle-ci ne se manifeste pas dés 1l'entrée

du champignon dans l'anthé&re. La virulence du champignon est
en effet, précédée d'une période de latence qui correspond

4 son installation entre les cellules du massif sporogéne.
Selon WANG (I934), il en serait de méme pour de nombreuses
Ustilaginales dont le mycélium implanté dans les tissus de

la plante nourricidre, n'empéche pas les cellules de conserver
leurs constituants 3 1'&tat normal pendant un temps plus ou
moins long. Il est probahle que le mycé&lium a besoin, pour
affecter les cellules, d"avoir atteint, soit une certaine
importance volumétrique (effet masse), soit un certain degré

de maturité (synthé&se enzymatique).

par ailleurs, 1action du champignon se manifeste 34 distance.

La faible fréquence des sugoirs rencontrés semble montrer

que les effets destructeurs du champignon s"effectuent A
travers les parois squelettiquesdu champignon et de la
cellule-hdte, par émission de syst@mes enzymatiques fongiques
ou de toxines, comme cela se réalise pour de nombreux

champignons (BYRDE et coll.,, 1I973),

modifications pathologiques des cellules-hdtes

De nos résultats, il ressort que le mycélium provoque, dans
un premier temps, l-épaississement, & son contact, de la
paroi squelettique de la cellule-hGte, et, dans un deuxiéme

temps, sa destruction.
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Modification pariétale :

Au contact du mycélium, la paroi sporocytaire primaire
augmente lAgérement d'épaisseur, constituant ainsi autour des
hyphes, des sortes de fourreaux. Cette réaction peut &étre
considérée comme un état caractéristique de défense de 1la
cellule~-hdte vivante. L'épaississement pariétal, relativement
simple dans sa composition, est, comme la paroi squelettique
de la cellule-hdte, de nature pecto-cellulosique (BATCHO et
AUDRAN, 1979)., Cette zone de confrontation entre la cellule-hdte
et le parasite constitue 1l'interface (BRACKER, I968), et le
r6le de cette région dans les interactions hbGte parasiteSa &té
décrit en détail par ALBERSHEIM et coll. (I969). Selon ces
derniers auteurs, la paroi de la cellule~hdte déterminerait 1la
possibilité pour l'organisme pathogéne de produire les enzymes
nécessaires & son action, BRACKER et LITTLEFIELD (I973), dans
une mise au point de cette question, distinguent 40 types
d'interfaces réparties en 6 groupes. Les relations pariétales

Ustilago violacea-Silene dicica peuvent se ranger dans le 2&me

groupe, et seraient du type ITII. Cette interface paroi-cellule-
hote-et~cellule-fongique doit €tre considérée comme de nature
éminemment dynamique et variable (DELON, I974), et il est probable
que c'est & son niveau que s'@tablit 1l'essentiel des échanges

de métabolites entre 1*hdte et le champignon. Par ailleurs, les
parois sporocytaires primaires conservent, durant la destruction
des cellules sporogénes, une composition infrastructurale quasi
normale, bien que leur réactivité aux tests des polysaccharides
diminue progressivement (BATCHO et AUDRAN, I979). Cette absence
d'altérations physiques de la paroi squelettique. en particulier
au voisinage du filament mycélien, semble indiquer qu'Ustilago
violacea est dépourvu d'enzymes dégradant les glucides de
structures, bien que ceux-ci, selon ALBERSHEIM et coll. (I969)
soient universellement produits par l'agent phytopathogéne.

La localisation d'Ustilago violacea essentiellement 3 1l'extérieur

des cellules de 1"hdéte, et 1'absence apparente d'hydrolyse des
parois sporocytaires primaires posent la question de son mode
de nutrition. En raison de leur disposition, les hyphes sont

toujours séparésg du protoplasme de 1'hdte par les parois
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squelettiques, ce qui implique que lc champignon puisse disposer
de métabolites capables de traverser les parois squelettiques
des cellules-hdtes. Des substances de nature hormonale émises
par le champignon rendent sans doute possible de telles migrations,

comme cela est envisagé chez Taphrina deformans (SCHNEIDER et

DARGENT, I1977).

Destruction des cellules sporogénes :

e e e — > = T e S e —

Comme 1'a souligné WANG (I934), les cellules sporogénes
se nécrosent et constituent des amas denses, trés chromophiles,
entre lesquels se développe, puis sporule le champignon. Nous
sommes donc en présence d'un parasite que 1l'on peut qualifier
de nécrotrophe (LEWIS, 1I975), qui utilise pour subvenir i ses
besoins, les métabolites issus de la lyse du protoplasme

de son hote (BATCHO et AUDRAN, 1979),

Deux modalités différentes de destruction cellulaire

gui se succAdent aussi dans le temps, ont étd reconnues : °

Nécrose sans hypertrophie cellulaire :

Un nombre restreint seulement de cellules sporogénes
est affecté par ce type de destruction qui est passé inapercu
en M.0, Ces nécroses ponctuelles sont, sans doute, & rattacher
au caractére hétérogéne de la population cellulaire composant
le massif sporogéne. Ainsi, seules les cellules vouées, d&s leur
origine, 3 disparalitre seraient affectées par la présence du
parasite. Ce dernier ne ferait qu'accélérer la manifestation
de leur caractére morbide latent. A l'appui de cela, soulignons,
d'une part, la prisence de cellules sporogénes en mitose cotoyant
les cellules en cours de dégradation et, d'autre part, que ces
cellules se détruisent de la méme maniére que certaines de celles

qui sont situées dans les anthéres saines (AUDRAN, I977b).

Nécrose avec hvpertrophie cellulaire :

C'est ce type de destruction cellulaire, abondamment
repriésenté dans l'anthiire, qui a #té dlécrit en diftail par WANG

(1932-1934),
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La destruction de la cellule-hOte est alors précédée
d'un fort accroissement volumétrique en relation étroite avec
une intense vacuolisation du cytoplasme. Une part importante de
ce vacuome dérive d'ailleurs de la dilatation in situ des
travées du R.E. (MESOUITA, I969). Parallélement 3 1'hypertrophie
cellulaire, le cytoplasme s'€claircit, la teneur en ribosomes
diminue, les mitochondries se dilatent. Des faits comparables ont
€té observés dans les cellules du tissu nourricier de la galle

de Geocrypta galii sur Galium mollugo (ROHFRITSCH, I971).

L'hypertrophie cellulaire apparait comme une réaction 3 1la
présence du parasite. Il est toutefois impossible de préciser

si ce dernier agit directement, par son contact, ou indirectement
en modifiant l'environnement cellulaire. Des observations faites
sur l"hypertrophie cellulaire ont montré que celle~ci pouvait
étre déclenchPe par de nombreux facteurs comme l%'acide indol-
acétique, 1es.carences minérales ou ﬁne atmosphére confinée

(in GAUTHERET, 1959).

Quoiqufil.en soit, éette hypertrophie traduit ﬁn
déséquilibre éertain du métabolisme cellulaire qui se marque
par une pénétration importante d“eau, La éellule aalors, a
1"échelle infrastructurals, l'aspect délavé des structures
cellulaires fix8es en milieu hypotonique (FINERAN, I970). La
cellule est devenue hyperhydrique (DE ROPP, I947), et son
infrastructure est proche de celle des cellules racinaires

d'ectomycorrhize i Ascomycétes de Pseudotsuga menziesil (STRULLU,

1974)-

La destruction picnotique du noyau précéde le

ratatinement de la cellule sporogéne.

L‘existenée de dégénérescence ou de digestion intra-
cellulaire est éonnue chez les plantes depuis longtemps (POUX,
I963), Les données conjuguées de la M.E.T. et de la biochimie
ont révélé 1'intervention, dans ces processus lytiques, de
structures cytoplasmiques particuli@res riches en hydrolases :
les lysosomes (BUVAT, I971). Les lysosomes seraient aussi &

l"originc des nécroses cellulaires au sein des plantes parasitées
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Figure I3 : Représentation semi-schématique des différentes
phases de la destruction du massif sporogéne des

anthéres de Silene dioica (L.) Clairv. parasitées

par Ustilago violacea (PERS.) Rouss.

I) apparition du mycé&lium dans les tissus de

l1'anthére
2) nécrose ponctuelle au sein du massif sporogéne ;

3-4) extension du phénoméne nécrotique & 1l'ensemble

du massif sporogéne ;

5) invasion de la cavité sporangiale par les hyphes

mycéliens ;

6) sporulation.

A.P. : assises pariétales ; C.Sp, : cellule sporogéne ;
C.Sp.H. : cellule sporogéne hypertrophiée ; C.Sp.M. : cellule
sporogéne en mitose ; C.Sp.N. : cellule sporogéne en nécrose ;

Fp. : épiderme ; My. : mycélium ; T. : téliospore.
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(MATILE, I975). PITT et COOMBES (I968) ont, en effet, montré

chez la pomme de terre infestée par Phytophtora erythroseptica

que les lysosomes des cellules-hOtes, apréds rupture de leur
membrane limitante, lib&raient dans le cytoplasme leurs
hydrolases ; cette lih&ration aboutissant & la lyse globale de
la cellule. Au cours des processus nécrotiques des cellules

sporogénes de S.dioica parasitée par U.violacea, nous n'avons

pu, avec les techniques employées, détecter de structure
lysosomale. Une &tude enzymologique devrait permettre de combler

cette lacune,

On notera toutefois que la lyse affecte 1l'ensemble de
la cellule-hdote, et ne se cantonne pas A certaines régions
cellulaires comme cela se déroule normalement dans les processus
d'autophagie cellulaire (COULOMB, I1972), Ce type de nécrose
cellulaire se rapproche, par son déroulement, des phénoménes
lytiques décrits lors de la sénescence des cellules de racine

de Zea mays (GAHAN, 1973).

L'essentiel de cette évolution du parasite dans les

anth&res de son hdte se trouve résumé par la figure I3.

C - DEVELOPPEMENT ET MORPHOLOGIE DE LA FLFUR FEMELLE SAINE
ET PARASITEE.

L'une des actions spectaculaires d'Ustilago violacea

dans les silénes est caractérisée par 1'apparition des anthéres
dans les fleurs femelles qui, normalement, en sont dépourvues.
Ainsi, sous 1Taction du parasite, les pieds femelles de Silene
dioica acquiérent une morphologie hermaphrodite (PL.X - fig. I).
Nous avons suivi, a2 l'aide de la M.0. et de la M.E,T., le

développement de la fleur femelle saine et parasitée,

a) Boutons floraux sains :

- ——— . — — — . o o~ -

a

Les boutons floraux femelles de I a4 I,5 mm sont plus
effilés que les boutons mBles. A ce stade, il n'y a pas de
différence morphologique entre les boutons sains et parasités.

Ce n'est que peu avant l'ouverture des fleurs que ceux qui sont
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parasités, apparaissent moins globuleux par suite de 1l'atrophie

de l'ovaire.

Dans les trés jeunes boutons femelles, on distingue
aussi deux verticilles de 5 étamines (PL.XXI - fig., 'Ic), réduites
5 1'état de lobes méristématiques, Les fleurs femelles ont
donc, & l'origine, des potentialités hermaphrodites. Normalement,
les ovaires &voluent tandis que les lobes staminaux régressent

(PL.XXI - fig. 2c).

b) Les ovules sains

Les ovaires de 2 mm de long sur I mm de diamétre
renferment déj3 des ovules observables 3 la loupe binoculaire.
Ces ovaires, 8 la fin de leur développement, peuvent atteindre
2 cm de long sur I,3 cm de diamétre, et contiennent plus de
300 ovules. Un ovule normal est constitud de deux téguments,
1'un externe (PL.XXI - fig, I9 et l'autre interne (PL.XXITI -
fig. I), généralement formés de deux assises cellulaires chacun.
Sur le plan ultrastructural, les cellules tégumentaires ont
les caractéristiques des cellules pariétales. Elles sont aplaties,
comportant une paroi pectocellulosique épaisse , un cytoplasme
fortement vacuolisé&, de nombreux plastes et un noyau souvent

pourvu de plusieurs nucléoles.

Les jeunes ovules sont dépourvus de téguments.,
Néanmoins, ces derniers sont entiérement constitués autour du
nucelle avant la formation du sac embryonnaire., Les cellules
du nucelle sont semblables i celles décrites par AUDRAN et
BATCHO (I979) dans les tissus non différenciés des jeunes sacs
polliniques ; leurs caractéres sont : un important noyau, un
gros nucléole, un cytoplasme riche en ribosomes, en plastes,
et mitochondries de petite taille et pauvres en crétes, des
vacuoles de taille wvariable , une fine paroi cellulosique

ménageant de rares méats intercellulaires (PL.XXII - fig. 2).
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c) Boutons floraux parasités :

En présence du parasite, les lobes staminaux se
développent (PL.X - fig. I) (PL.XXI - fig. 3c et 4c).
L'évolution des étamines et du parasite est comparable & celle
observée dans les fleurs md3les parasitées. Le développement
s'arréte au stade du tissu sporogéme (PL.XXI - fig. 5¢c) par
nécrose des cellules (PL.XXI - fig. 9c et 1I0c), sporulation
du parasite (PL.XXI - fig. 8c) et destruction de la paroi de
l"anthére (PL.XXI -~ fig. 7c). La présence du champignon ne
modifie pas la paroi des cellules du réceptacle floral, ni
celles du filet (PLXXI - fig. II9 de 1l'anthére.

L'évolution de l'ovaire parasité s'arréte au stade
d"archesporium pluricellulaire (PL.XXI - fig. 6c) sans atteindre
une taille normale. Les observations en M.0. ont révélé la
présence du mycélium dicaryotique dans les ovules, juste au
niveau des cellules reproductrices (PL.XXI - fig. I2¢c et I3c).
Afin d'apporter plus de précision sur l'action du parasite dans
les fleurs femelles, nous avons analysé successivement 1les
jeunes ovules parasités, la sporulation du parasite et, enfin,

le cas des ovules dégénérés.

d) Ovules parasités :

- O 2

Un ovaire parasité mesure en moyenne 0,5 cm de long sur
3 mm de diamétre, 3 la fin de son développement. Il est ainsi
environ I6 fois plus petit que 1“ovaire sain. Du reste, il
gvolue longtemps aprés l'ouverture des fleurs, alors que les

anthéres sont totalement détruites,

Au niveau des jeunes ovules, le nucelle est entiérement

parasité par Ustilago violacea avant la formation des té&guments

(PL.XXIII- fig. 3 et 4). Le mycélium dicaryotique circule dans
les composés pectiques de la lamelle moyenne et, surtout, 3
l'emplacement des méats (PL.XXIII- fig. 4) ; il arrive qu'il
s'8vagine 34 travers la paroi de certaines cellules et, dans ce
cas, il est toujours 1limité par le plasmalemme qui 1'empéche

d'8tre directement en contact avec le cytoplasme.
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Dans un premier temps, les cytostructures des cellules
superficielles sont apparemment normales malgré le voisinage
immédiat du parasite (PL.XXIV - fig. 5). Au centre du nucelle,

le mycélium se révéle plus abondant (PL.XXV - fig. 6). Les
cellules sont de plus en plus vacuolisées avec des autophagosomes
oli se détruit une partie du cytoplasme (PL.XXY - fig. 6). Les
premiéres cellules altérées par Ustilago sont celles situées

au centre du nucelle, 3 1%emplacement du sac embryonnaire.
Lorsque le mycélium s'é&vagine & travers la paroi, les inclusions
cytoplasmiques sont absentes le long du plasmalemme bordant

le sugoir (PL.XXVI - fig. 7).

Dans certains cas, i1 se forme entre le plasmalemme
et la paroi mycélienne, une poche renfermant des vésicules et

des débris membranaires.

La destruction des cellules-hdtes se réalise de deux

maniéres :

I) le cytoplasme devient dense avec de mnombreux globules
osmiophiles qui migrent vers la paroi cellulaire ; la cellule
ramollie est &crasée par les cellules voisines. Ce mode de
destruction correspond 3 celui observé dans les anthéres

de Silene dioica parasitées.

2) le second mode de destruction est caractérisé par les parois
cellulaires intactes, pendant que tout le contenu
protoplasmique (noyau, mitochondries, plastes, golgi, etc...)
se lyse progressivement avec un désé&quilibre hydrique marqué
par l'apparition de grandes vacuoles et des particules

denses aux électrons.

.. Ce mode de nécrose produit les cellules vides récemment

décrites par BATCHO, AUDRAN et ZAMBETTAKIS (I979).

Nous avons observé, dans certains ovaires, des cellules
du nucelle indemnes, qui se divisent normalement malgré cette

agressivité locale (PL.XXVII - fig. 8).
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e) Sporulation du parasite :

T " ——— o —— o — 0 - - - -

Les téguments sont entiérement constitués et
recouvrent le nucelle lorsqu'Ustilago sporule (PL.XXVIII -
fig. 9 et I0). Les cellules tégumentaires tr@s vacuolisées ont
un cytoplasme moyennement dense et une paroi cellulaire fortement
épaissie au contact du nucelle (PLLXXVIII - fig. II), avec des

hyphes mycéliens au niveau de chaque assise,

La morphologie générale des ovules parasités est la
méme que celle des ovules sains, mais leur &volution est retardée
par le parasite (atrophie de 1l'ovaire) et complé&tement bloquée
avant le développement du sac embryonnaire. La sporulation
commence toujours au centre du nucelle. Elle se fait 3 partir d'un
mycélium riche en mitochondries, qui bourgeonne en produisant
des vésicules 3 paroi épaisse, dont les ornementations
caractéristiques des téliospores apparaissent plus tardivement.
Ces téliospores peuvent se regrouper & l'emplacement du sac
embryonnaire, et sont quantitativement moins nombreuses que
dans les anthé&res puisque les cellules sporogénes qui représentent
le substrat, se trouvent réduites % une par ovule dans les

ovaires.

Lorsque les cellules nucellaires sont détruites et
remplacées par les téliospores, il est probable que les téguments
jusque 134 indemnes, sont attaqués A leur tour et permettent la

libération des téliospores (PL.XXIX - fig., I2).

Nous avons aussi remarqué, dans certains ovaires
parasités, des ovules dont les cellules nucellaires sont
complédtement dégénérées ; le cytoplasme clair est dépourvu de
tout organite, y compris le noyau (PLLXXXI - fig. I6) ; seules
les parois cellulosiques indiquant les limites cellulaires
subsistent, bien que le parasite soit encore 3 1'état mycélien
(PL.XXIX - fig. I3 et I4).

Au cours de cette dégradation, ce sont d'abord les

plastes, les mitochondries, l-appareil de golgi et le réticulum



140,

endoplasmique qui disparaissent, ne laissant que des résidus
membranaires. Le noyau, dont la taille est déji considérablement
réduite, est le dernier organite 3 se dénaturer (PL.XXX - fig.

I5).

Dans le cas présent, contrairement au mode normal de 1la
dégradation cellulaire par le mycé&lium d'Ustilago, les céllules
nécrosées, beaucoup moins denses aux Eélectrons, ne sont pas
€écrasées par la pression des cellules voisines puisque celles-ci
sont également détruites.

Tout semble indiquer que le parasite n'est pas seul en cause
dans cette lyse généralisée des tissus de 1'ovule car, malgré
l"altération des organites cytoplasmiques, on ne note ni
sporulation, ni prolifération du mycé&lium au voisinage de ces
cellules (PL.XXXI - fig. I7), contrairement 3 ce que 1l'on

observe dans les anthéres,

Enfin, tous les ovaires parasités ne renferment pas de
téliospores bien qu'ils soient tous atrophiés. En observant
les effets de la présence d'Ustilago dans les fleurs & différents
stades du développement de l'ovaire, nous avons constaté que,
dans certains cas, la nécrose prématurée de l'ovaire interrompt
le développement de l'ovule ; ce dernier, dans d'autres cas,
est si réduit que le parasite ne peut y sporuler avant sa
destruction totale. Ce phénoméne ne s'observe pas dans les anthéres
qui se développent normalement, qu'elles soient portées par
les fleurs mi3les ou par les femelles ; ceci laisse penser que
le parasite s'installe et se développe mieux dans les cellules-
méres de grains de pollen, puisque c'est toujours l'ovaire qui
s'atrophie en faveur des anthéres lorsque les deux &€léments sont

parasités dans la méme fleur.

Cette Atude montre bien qu*Ustilago est un parasite
pour lequel les éellules sporogénes, qu'elles soient m3les ou
femelles, constituent le substrat favorable A& la sporulation.
Son action au niveau des ovules est comparable & celle exercée
sur les anthéres, mais elle est ici limitée d'abord par le

substrat qui est moins important, mais aussi, par le stade de
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développement atteint par les ovules avant la nécrose de

l1'ovaire.

Dans tous les cas, lorsque les ovules sont parasités,
le mycélium intercellulaire envahit le nucelle et les téguments,
sans agressivité apparente dans un premier temps. Puis, au '
centre du nucelle, & l'emplacement des cellules sporogénes encore
indifférenciées, avant méme la formation du sac embryonnaire, il
prolifére activement entre les cellules, pendant que le reste
du nucelle est progressivement détruit et digéré au cours de

la sporulation.

Lorsque la sporulation est simplement localisée au
centre du nucelle dont les cellules, vidées de leur contenu,
ne conservent que les parois cellulosiques, il est difficile
d"expliquer comment le parasite assure sa nutrition jusqu'a
la libération des téliospores. En effet, les cellules dépourvues
de toute activité physiologique, ne peuvent remplacer le
facteur nutritionnel le plus important qu'est le substrat.
D'ailleurs, seuls quelques fragments mycéliens en début de
Sporuiation ont été& observés dans ce cas. Du reste. le champignon
n'est probablement pas seul en cause, 3 moins que cela ne
soit le reflet d'un nouveau mode d'interaction entre 1'hGte et

le parasite.

La présence d‘Dstilago dans les fleurs femelles
développe les organes reproducteurs ma8les, en inhibant 1la
croissance de 1"ovaire, et nous avons toujours observé l'atrophie
de ce dernier en faveur des anthéres. Il semble que le parasite
ait une certaine préférence pour les cellules-mé&res de grains

de pollen.

I1 était connu qu'Ustilago violacea ne fructifiait que

dans les anthéres ; c'est la raison pour laquelle les auteurs
anglais,[ﬁAKER (I947) ; SPENCER et WHITE (I95I) ; EVANS et
WILSON (197Iﬂ le nomment '"Anther smut". Les travaux de ces

derniers sur Silene vulgaris (M.) GARKE indiquent que le mycé&lium

pénétre dans l'ovaire 3 partir du phloéme et s'y comporte

comme dans la tige, sans agressivité. Contrairement 2 ces



142,

assertions, Ustilago violacea n'est pas le charbon spécifique

des anthfres, puisqu'

il peut sporuler dans les organes
reproducteurs femelles. Le tissu sporogéne, qu'il soit midle ou
femelle, se révale ainsi €tre le seul qui permette 1la
fructification du champignon en provoguant, par la mé@me occasion,
la castration parasitaire. Il se comporte dans les ovules, de la
méme facon que dans les anthéres, ce qui explique que les fleurs
femelles parasitées soient €galement stériles. Nous n'avons pas

observé les sugoirs intracellulaires décrits par WANG (1934).

En fait, les fleurs femelles sont potentiellement
hermaphrodites, contrairement aux fleurs miles qui restent A tout
moment dépourvues d'ébauche d'organe femelle. Ces observations
sont d'aiileurs en accord avec les résultats ohtenus, sur le plan
génétique, par WARMKE (I046) et WESTEGAARD (I1953), ainsi que
par MITTWOCH (I967). En analysant des polyploides et les effets
de délétions, ces auteurs démontrent que le chromosome Y
est un dominant absolu du sexe mile, et que les deux chromosomes XX
. favorisent le développement du pistil sans éliminer 1'ébauche
d'étamines. En conséquence, le sexe de la plante femelle est
génétiquement instable. Il est ainsi compréhensible que
LOVE (1944), WARMKE (I946) et VAN NIGTEVECHT (I966) aient pu
observer, dans des populations non infectées, des plantes
hermaphrodites, et que HASSAN et MAC DONALD (I979) aient pu
décrire des plantes monolIques. Ces anomalies, normalement rares,
se généralisent en présence du parasite qui agit donc dans

les limites des potentialités génétiques de la plante.
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CHAPITRE XI

TROUPLES MFTAROLINUES PROVONUES PAR LA PRESENCE D'USTILAGD
VIOLACEA DAMS LES ANTHERES ET LES OVAIRES DE SILENE DIOICA.

Les transformations histologiques profondes provoquées
par le parasite dans les organes reproducteurs sont associées

A des modifications du métabolisme général de la piante.

Afin de préciser les parts respectives prises dans

ces événements par Ustilago violacea et son hdte, il nous -a

paru intéressant de faire une &tude cytochimique des anthéres

de Silene dioica parasités.

A - DONNEES CYTOCHIMINUES SUR LES ANTHERES DE SILENME DIOICA
PARASITEES PAR USTILAGO VIOLACEA,

Rous avons étudié comparativement 1'évolution des
substances glucidiques, lipidiques et protéiques au niveau
des boutons floraux sains et parasités, 3 l'aide de la M.0. et
de la M.E.T. Pour la M.0., les réactions cytochimiques employées
3 la détection des lipides, glucides et protéines (LISON, 1969 ';
JENSEN, I962 ; MARTOJA et coll., 1967) ont été effectuées,
soit sur du matériel fixé par le liquide de Carmnoy, inclus dans
la paraffine et coupé 3 7 umd'épaisseur, soit sur duv matériel
fixé et inclus selon le protocole utilis@& pour la M.E.T. et

coupé A& I pm d'épaisseur.

Dans les anthéres saines, seule la période antérieure
8 la méiose sera envisagée parce qu'elle est comparable 3 ce
qui s'observe dans les anthéres parasitées od il n'y a pas

de méiose.
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a) Polysaccharides :

La nature chimique des parois squelettiques des cellules-
hotes et mycéliennes, et leurs &ventuelles modifications, ainsi
que les variations des réserves polysaccharidiques des cellules-
hotes (amidon) et des cellules mycéliennes (glycogéne) ont

retenu notre attention.

I) Anthéres saines :

Les parois squelettiques des cellules de 1'anthére
jusqu'? la méiose (cellules pariétales, tapétales et sporogénes)
sont polysaccharidiques (APS positives), et ne différent les
unes des autres que par leur épaisseur (PL.XXXII - fig. I).
Elles sont, en effet, de nature pectocellulosique comme le
montre leur réactivité au chloroiodure de zinc, au bleu alcian

et au rouge de ruthénium,.

De nombreux granules amylacés, de taille variable, sont
observés dans 1'ensemble des tissus du bouton floral. Au niveau
des Etamines, cet amidon se localise préférentiellement dans les
cellules périphériques du filet et du connectif, ainsi que dans
les quelques cellules pariétales au voisinage du connectif.

Les cellules sporogénes et tapétales ne possédent jamais

d'amidon (PL.XXXII - fig. 2 et I).

2) Anthéres parasitées :

2-1 - Parois squelettigues :

Durant la nécrose des cellules sporogénes et
jusqu'3d leur complet Ecrasement, les parois squelettiques qui
les enveloppent (parois sporocytaires primaires) ne modifient
ni leur configuration infrastructurale (PL.XXXII - fig. 3 et 4
et PL.XXXIII - fig. 5), ni leur nature chimique initiale, bien
que l'on ait noté une légdre baisse de leur réactivité aux
colorants glucidiques, au fur et 3 mesure des transformations
tissulaires de l1'anthére. Ce n'est qu'au cours de la phase de
sporulation du champignon, phase ultime de la dégradation de

l*anthére, que ces parois squelettiques ne sont plus identifiables.
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Par ailleurs, les zones légérement épaissies des parois
sporocytaires primaires qui se développent localement au
contact du mycélium, sont aussi de nature pecto-cellulosique

(PL.XXXII - fig. 3).

Le mycé&lium posséde une paroi relativement fine qui
s'épaissit considérablement au niveau des hyphes sporulants
et des spores (PL.XXXIII - fig. 7 et PL.XXXIV - fig: 11).

La réactivité de ces parois aux tests de détection des
polysaccharides est indiquée dans le tableau 34, qui souligne
que les parois mycéliennes, de nature glucidique, renferment
des polysaccharides acides (composé&s pectiques), et qu'elles
sont dépourvues de cellulose, de callose et de lignine
(PL.XXXIII - fig. 9 et I0).

2-2 - Amidon et _glycogéne :

L'amidon est pratiquement absent des tissus,
sauf au niveau des étamines ol nous l'observons dans la région
sommitale du connectif, ainsi que dans le tissu sporogéne.

Dans ce dernier, les grains d'amidon peu nombreux et de petite
taille n'apparaissent que dans les cellules sporogénes pourtant
déji fortement dégradées (PL.XXXIII - fig, 7 et 8). L'observation
en M.E.T. précise que cet amidon se synthétise au sein de plastes
de sporocytes dégénérant (PL.XXXII - fig. 4 et PL.XXXIII -~

fig. 5). Cet amidon diminue ensuite et disparait durant 1la

phase de sporulation du champignon.

Parallélement, on constate dans les hyphes dgés, peu
avant la sporulation, la biosynthése de réserves glycogéniques.
Les granules de glycogéne peuvent se présenter, soit 3 1'état
dispersé&, soit groupés dans le cytoplasme mycélien (PL.XXXIV -
fig. 12).

La figure I4 résume cette é&volution des polysaccharides

dans les anthéres.



des parois mycéliennes & certains tests de mise

en évidence des polysaccharides de structure.

+ présence de polysaccharides

- absence de polysaccharidés

parois Hyphes sporulants
et

Téliospores

Jeune mycélium

y

T~
réactifs~._

ot s sum omm oumf seo o=

PATAg : N : .
(glucides génér.,): :

A.P.S. ; )
(glucides génér.) * : *
Bleu Alcian : + : +
(glucides acides): :

Rouge de

ruthénium + +

(pectines)

Chloroiodure de
zinc
(cellulose)

Phloroglucinol
(lignine)

OB S G G Sm G N Om oD KD O U Sh S G =R S O 4D w8 (e Ge> O f G Gmw O G O

Fluorescence
(callose)

G tom Sem B Cw S OB S B Gow O Vum Gm S Cmp e Gum St S Sm Sa® O G

es oe e 8 00 e 9P U0 e 0 4 S6 9 06 40 3 90 we
@8 €9 es se se se 00 ee e 40 a8 96 6% s e6 o0 e

o Gmm G o G




gmycELIUM

ANTHERES

BOUTON  (X&
FLORAL

Fig. I4 : Répartition des polysaccharides dans les boutons

floraux et les &tamines sains et parasités.




Figure I4 : Répartition des polysaccharides dans les boutons

floraux et les étamines sains et parasités.

A) Bouton floral et &tamines sains : Absence

d'amidon dans le tissu sporogéne,
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B) Bouton floral et E&tamines parasités : Baisse
générale de la teneur en amidon, amylogenése
dans les cellules sporogénes nécrosées et

glycogenése dans le mycé&lium, -

I) apparition du mycélium dans les tissus de

1'anthére ;
2) début de nécrose des cellules sporogénes ;

3) extension de la nécrose des cellules sporogénes.
De l'amidon plastidial se constitue dans les
cellules sporogénes nécrosées et du glycogéne

apparait dans le mycélium ;

4) sporulation du champignon. Disparition de
l1'amidon et augmentation de la teneur en glycogéne

dans le mycélium, -

A.P, : assises pariétales ; C, : connectif H C,S, : cellules
sporogénes 3 C,5,H, -1 cellules sporogénes hypertrophiées ;
C.S.N., : cellules sporogénes nécrosées et &crasées ; F, : filet 5

T, : téliospores ; T.S,-: tissu sporogéne,
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b) Les lipides

I) Anthdéres saines

La teneur en lipides visibles en M.0, grace
aux tests cytochimiques est relativement faible. Ces lipides
apparaissent sous forme de gouttelettes de taille variable,
mais ne dépassant pas I um,Tlles se répartissent uniformément
dans le cytoplasme des cellules, et on les observe dans l'ensemble
des tissus du bouton floral, avec toutefois, une plus forte
teneur dans les cellules du massif sporogéne (Fig. I5). Ces
gouttelettes lipidiques sont colorées par le noir-soudan et
se teintent en rouge violacé par le bleu de nil. Par contre,
le bleu de nil sulfurique et le bleu luxol ne les colorent pas.
L'acétone, le chloroforme-méthanol et la pyridine les dissolvent.
Ils sont, par ailleurs, extrémement osmiophiles. Il s'agit donc

de composés lipidiques neutres et insaturés.

2) Anthéres parasitées :

On constate d'emblée, quel que soit le stade
considéré, une diminution globale de la quantité des gouttelettes
lipidiques dans les tissus des boutons floraux, autres que
ceux de 1'anth3re. Au niveau de cette dernifre, l'évolution des
lipides apparait plus complexe et variable, selon que 1l'on
s'adresse aux cellules pariétales, sporog?nes ou mycéliennes

(Fig. I5).

2-T - Cellules pariétales :

- ——————— . — e G -

Les cellules pariétales se vacuolisent
progressivement, alors que leur teneur en lipides diminue, et
méme que ceux-ci disparaissent peu avant la sporulation

(PL.XXXIV - fig. I4).

2~2 - Cellules sporogénes :

Au cours de 1l'invasion des cellules sporogénes
par le mycélium, les inclusions lipidiques augmentent l&gérement,

leur nombre se réduit ensuite pendant 1'hvpertreophie et la
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Bouton floral et étaminessains : La teneur du tissu
sporogeéne en globules lipidiques est plus importante
que dans les autres tissus de 1l'anthére 3

Bouton floral et &tamines parasités : Baisse générale

de la teneur en lipides dans le bouton floral ; diminution
progressive des lipides de 1l'anthére et augmentation
paralléle des globules lipidiques du mycé&lium.

Apparition du mycé&lium dans les tissus de l'anthére ;
Début de nécrose des cellules sporogénes ;
Extension de la nécrose des cellules sporogénes ;

Sporulation du champignon.

Globules lipidiques
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dégradation des cellules sporogénes. La nature chimique de ces

gouttelettes lipidiques n’est cependant pas modifiée.

Les cellules sporogénes nécrosées, quelles que soient
les modalités de leur dégradation (AUDRAN et BATCHO, I979), ont
une forte réaction aux colorants des lipides, réaction qui
s'atténue d'ailleurs pour devenir trés faible au moment de la
sporulation du champignon (PL.XXXIV - fig. I3 et I4). Ce
protoplasme dégradé se teinte en noir par le noir-soudan
(PL.XXXIV - fig. I3), en bleu par le bleu de nil, le bleu de nil
sulfurique, le bleu~luxol révélant ainsi la présence de
phospholipides. En M.E.T., on remarque, au sein des masses
cytoplasmiques écrasées, des restes de gouttelettes lipidiques ;
sur le bord, des amas lipidiques de taille variable
(PL.XXXV - fig, I5 et 16) semblent provenir de 1l'exsudation des
lipides au cours de la dégradation des cellules sporogénes
(PL.XXXVI - fig, I7), Ils possédent la méme réactivité que les
globules lipidiques et disparaissent peu avant le moment de la

sporulation mycélienne.

Au début de 1l'invasion du massif sporogéne par
le champignon , les cellules mycéliennes ne renferment que
quelques gouttelettes lipidiques. On constate que cette teneur
en lipides wva croissant parallé&lement 3 la dégradation de
l'anthére. Les lipides mycéliens réagissent alors fortement
au noir-soudan, et le tracé du mycélium devient trés visible
(Fig. I4). Le cytoplasme, d'une part, et les lipides, d'autre
part, se teintent en gris et en noir. Les lipides, initialement
sous forme de petites gouttelettes, apparaissent par la suite,
en masse plus importante. Ils se teintent, ainsi que le cytoplasme,
en bleu violacé par le bleu de nil. Si le cytoplasme demeure
~incolore aprés le bleu de nil sulfurique et le bleu-luxol, les
gouttelettes et les amas lipidiques se teintent en bleu

(PL.XXXVI - fig. I8).

e
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c) Les_protéines

Il n'y a pas de réserves protéiques dans les tissus
des anthéres saines (PL.XXXVI - fig. I9); dans les anthéres
parasitées, seules les cellules sporogénes nécrosées se teintent
intensément en rouge par la ninhydrine. Leur réactivité
diminue progressivement jusqu'3d la période de sporulation du
champignon (PL.XXXVI - fig. 20 et 2I).

D'une fagon générale, les anomalies structurales sont
souvent le reflet de troubles plus discrets 1iés au métabolisme.
Les transformations histologiques subies par les anthéres

de Silene dioica sous l'action d'Ustilago violacea en sont un

exemple et nos observations confirment celles déji faites,

dans des cas similaires, sur d'autres matériels par DRYSDALE et
LANGCAKE (I973), DELON et MANGENOT (I975), HERR (I975),

PARK et coll. (I977).

Nos résultats précisent, par ailleurs, dans le cadre
des relations hOte -parasites, certaines modalités d'action du
champignon sur les substances glucidiques, lipidiques et
protéiques des cellules-hStes, en particulier les cellules

sporogénes.

Les parois sporocytaires primaires, de nature pecto~
cellulosique, conservent une structure normale au cours de la
destruction des cellules sporogénes. Ce n'est que lorsque 1le
mycélium parasite sporule, qu'elles disparaissent. En suivant
le comportement du mycé&lium de Taphrina deformans (Berk) Tul.,

SCHNEIDER et DARGENT (I977) avaient dé3j3 noté que les hyphes

du parasite ne paraissent dégrader ni les parois cellulosiques,
ni la substance pectique dans laquelle ils se logent. De méme,
les constituants de la paroi cellulaire (pectine, hémicellulose,
lignine, cutine, sub&rine et polysaccharides non cellulosiques)
paraissent peu modifi&s chez les betteraves parasitées par
Aphanomyces cochlioides (Drechs) (LEONARD J. HERR, I975). Il

existe néanmoins certains parasites extrémement virulents comme

Botrytis cinerea (PERS.) qui provoquent une destruction de la
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paroi et du contour cellulaire du parenchyme foliaire de

Lactuca sativa L., 24 heures aprés la pénétration du champignon.

On peut noter, au passage, qu'Ustilago violacea peut vivre

pendant des anné€es dans son hOte sans en troubler le développement
végétatif ; des pieds madles et femelles, parasités artificiellement,
et maintenus en serre depuis 6 ans, fleurissent tous les Btés

avec des fleurs infestées par Ustilago violacea (BATCHO et

ZAMBETTAKIS, 1976). La persistance des parois squelettiques
autour des cellules sporogdnes en nécrose implique que le
champignon agit % distance, probablement par le biais de
substances trés diffusibles (SCHEFFET et YODER, I972).

L'une des conséquences de ceci est que les métabolites
provenant de la cellule-hbte doivent €tre suffisamment mobiles

pour &tre captés et utilisés par le champignon.

En ce qui concerne 1'Evolution de la teneur en amidon,
la présence du champignon semble provoquer la concentration
des granules amyliféres au niveau de 1'anth&re et la biosynthése
de ce polysaccharide dans les cellules sporogénes qui en sont

normalement dépourvues.

L'étude cytochimique de la microsporogenése et du

développement de l'anthére d'Iphigenia pallida (Bak) montre

que les polysaccharides sont d'abord peu abondants dans les
cellules polliniques et les tissus sporogénes. Leur taux
augmente progressivement depuis le stade de la méiose jusqu'3
celui des microspores (PANCHAKSHARAPA et SYAMASENDAR, 1I974).
I1 serait trds intéressant de suivre cette méme &volution dans

les boutons floraux de Silene dioica non parasités, afin de

savoir si les cellules polliniques, comme le parasite,
mobilisent les réserves réparties dans la plante et les concentrent

au niveau de l'anthére pour leur propre développement.

Selon WANG (I934),"auvcun amyloplaste n'a &té observé
dans les cellules d'une anthére parasitée'. Nos observations

contredisent donc les résultats de cet auteur, Tout semble se
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passer comme si le mycélium provoquait uune réorientation du
métabolisme glucidique des cellules sporogdnes, en les forcant
3 synthétiser de l‘'amidon. Un fait semblable a été observé
chez le Lin et le Tournesol quand 1ils sont parasités par

Melampsora linis (Ehreuh) L. et Puccinia helianthi (S.) ; 8% jours

aprés 1l'inoculation et avant la sporulation des parasites,
il y 2 une synthése abondante d'amidon dans les cellules infestées

(COFFEY, PALEVITZ et ALLEN, I972).

Mais, fait particulier 3 notre matériel, ce sont les
cellules sporogénes nécrosées et méme écrasées qui sont affectées
par cette biosynthése plastidiale. Le champignon semble donc
prendre le relai des cellules de 1-"hote et contrdler les
possibilités synthétiques des plastes. Cette observation souligne
l'autonomie relative des plastes au sein des cellules dans
lesquelles ils se trouvent. L'intervention du champignon dans
l'orientation de l'activité plastidiale des cellules parasitées
a €té aussi notée par SCANNERI et coll. (I977), dans les

endomycorrhizes d'Ornithogalum umbellatum. Généralement, et

lorsqu'il existe, l'amidon synthétisé dans les cellules-hbtes

disparait (STRULLU et GOURET, I1974).

Dans le cas présent, cette disparition de 1'amidon est
paralléle A 1'apparition de granules de glycogZne dans le

cytoplasme mycélien.

Ainsi, le champignon, contrflant l1'amylogenédse des
cellules sporogénes, détourne les produits de cette synthése
3 son profit, et utilise les métabolites 1libérés 3 la confection
de ses propres réserves. Ceci conforte 1'id2e généralement émise,
selon laquelle la disparition de l'amidon des cellules parasitées
est l'expression morphologique du flux glucidique qui s'établit

entre la cellule-hdte et le mycélium (LEWIS, I975).

La nécrose des cellules sporogénes par Ustilago violacea

provoque le démasquage des lipides hétérophasiques comme cela
a Eté reconnu dans les cellules de laitue parasitées par

Botrytis cinerea (PERS.) (DELON, XIFFER et MANGENOT, I977) et

les cellules d'iris infectées par Peterospvorium gracilis (N.)S.

(DELON et MANGENOT, I975),
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Fig. I6 : Relations trophiques entre la cellule-hdte

et le champignon que permet de proposer la présente

Atude.
Ep. : épaississement ; G.L. : gouttelettes lipidiques ;
L.E. : lipides extracellulaires : L.N. : lipides nécrotiques ;
D

. ¢ plaste ; PL. : plasmalemme ; P.,Sq.M. : paroi squelettique

du mycélium : P.Sq.S. : paroi squelettique sporocytaire.
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Ces lipides, riches en phospholipides, ainsi que ceux
priésents sous forme de gouttelettes dans les cellules sporoghnes,

sont utilisés # la lipidogenése du mycélium.

En plus des lipides, la nécrose cellulaire libére de

nombreuses protéines dont le devenir n'a pu 8tre suivi.

Ainsi, le champignon, aprés avoir concentré au niveau
de 1'anthére (lieu ou 1é mycélium se développe abondamment
et sporule), les réserves glucidiques et lipidiques réparties
dans la plante, détourne l'activité synthétique du massif
sporogéne A la confection de-ses propres réserves : lipides
et glycogéne., La figure I6 récapitule l'essentiel de ces

propositions.

P - DOMMEES CYTOCHIMINUES SUR LFES OVYAIRES DF SILEME DIOICA
| PARASITE PAR USTILAGO VIOLACEA,

Comme dans les anthéres, nous avons repris 17&tude
des données cytochimiques dans les ovaires, afin de comparer
1'évolution des €léments nutritifs dans les deux types d'organes

reproducteurs.

a) Qvules sains :

Les parois squelettiques des cellules tégumentaires,
nuceliaires et archésporiales, sont aussi de nature polysaccha-
ridique (P.A.S. positive), bien qu'elles différent par leur
épaisseur. Avant la formation du sac embryonnaire, de nombreux
grains d"amidon de taille wvariable , sont observés dans les
cellules du nuéelle. Cet amidon, synthétisé& au niveau des plastes,
disparalit progressivement des cellules pfriphériques, mais reste
localisé dans les cellules centrales bordant le sac embryonnaire.
Il est probable que cette E&volution soit 1ié&e 3 celle des cellules

reproductrices de l'ovaire,
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b) Qvules parasitis

Quel que soit le tissu, avant la sporulation, la nature
chimique des parois pectocellulosiques ne se modifie pas en
présence du parasite. Lorsque le mycélium s'@évagine profondément
dans la cellule, 11 arrive que la paroi disparaisse au niveau
de l'invagination. En dehors de cette particularité, elle
persiste jusqu'A la nécrose totale de la cellule. C'est généralement

au cours de la sporulation qu'elle n'est plus identifiable.

Quant & 1'évolution de 1'amidon, seules les cellules
centrales du nucelle parasité en renferment. Ces cellules, bien
que voisines des filaments mycéliens en voie de sporulation,
sont apparamment normales, contrairement A& ce qui se passe
dans les anthéres ot seules, les cellules fortement nécrosées
présentent des plastes amyliféres. Soulignons cependant que les
cellules nécrosées du nucelle contiennent aussi des grains
d'amidon pendant la sporulation. Parallélement, on constate
la biosynthése de réserves glycogéniques dans le cytoplasme des

cellules mycéliennes.

Les réserves lipidiques sont en quantités négligeables
dans les ovules sains. Par contre, dans les ovules parasités, les
gouttelettes osmiophiles de taille variable apparaissent.

Ces lipides, comme dans les anthéres, migrent vers les parois
guli sont en contact avec le mycélium. Ils &voluent dans les

cellules mycéliennes de la méme fagon que dans les anthAres.

Sauf dans les cellules nucellaires qui dégénérent
prématurément, les lipides et les glucides des ovules parasités

servent a4 la nutrition d'Ustilago violacea., Les parois

conservent leur structure jusqu'd la sporulation ol elles
disparaissent. Les glucides sont abondants dans les ovules sains,
et trés ré&duits dans ceux qui sont parasités. Ces glucides

qui persistent dans les cellules nécrosées disparaissent au cours
de la sporulation. Parallélement, les cellules mycéliennes

s'enrichissent en glycogéne.
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Ainsi, aussi bien dans les ovules que dans les anthéres,

le champignon utilise les métabolites libé&rés par son hdte
pour la confection de ses propres réserves. Il en est de méme
pour les lipides qui n'apparaissent que dans les cellules

nécrosées et servent i la lipidogenése dans le mycélium.

C - AMALYSES COMPARATIVES DES ACIDES AMINES LIBRES D'ORGANES
VEGETATIFS ET FLORAUX DE SILENE DIOICA SAINS ET PARASITES.

De nombreux travaux sur les racines (HRUSHOVETZ, 1954 ;
HODGES et ROBINSON, I977), les tiges (VANANDEL, 1966), les
feuilles (BURTON et ZEEUW, I96I ; SHAW et COLOTELO, I96I ;
ARJUNAN et coll., I976) et les graines (CHERRY et coll., I975)
ont montré que la présence de parasites trés divers sur
des plantes trés variées entraine des troubles dans le métabolisme
de 1'azote total, des acides aminés libres et des protéines.

Ustilago violacea étant un parasite strict, nous avons réalisé

cette tude pour apprécier les modifications qu'il provoque au

niveau de ces &l8ments, lorsqu'il parasite les silé&nes.

L'origine du matériel (tiges et fleurs) et la méthode

sont décrites au chapitre IT.

Dans les plantes saines; la nature des acides aminés
est identique dans les pieds mdles et femelles (tableau 35),
s'il n'y a pas de différence qualitative, il y a toutefois
des différences quantitatives : les acides aminés neutres sont
plus abondants dans les pieds mi3les ; inversement, les acides
aminés basiques et acides sont en plus grande quantité& danmns
les pieds femelles ; la répartition des acides aminés cycliques
est sensiblement la méme dans les plantes des deux sexes

(tableau 35).

En présence du parasitez la nature des acides aminés
n'est pas modifiée, mais leur reneur dans les tiges‘a nettement
augmenté, Les concentrations en sérine—thréonine, acide
aspartique, arginine et histidine sont multipliées par 5 ou 6

dans les tiges des plantes miales.
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: TIGES SAINES : TIGES PARASITEES !

ACIDES AMINES S e e e - ] e e o e e e !
Males Femelles: Males : Femelles

Glycocolle : 3,6 : 3,4 : 5,6 : 16,8

Alanine f211,2  fo130,2 Y 283,64 ° 507,2
" Valine : 33,4 ¢ 21,4 : 40,2 : 61,3
= : j ; ;
~ Leucine 59,1 T 33,4 62,5 : R4 ,2
H : : : :
= Isoleucine : 43,3 : 20,2 : 41,4 : 53,4
= | Sérine 58,8 : 44,7 @ 303,2 T43,6

Thréonine :

Méthionine . 0 f 0 : 0 : 0

Ac. asparti~' 11,2 . 22,4 ' 57,6 ' III,8
on : : :

e et o tem o b Ss b oo wem sm] vem s sem sew am| tiw 0w 4w Gew e 4o Cuw| 2w cmm st sem tem srm cw O Sum O Gs Gam St tem eem Swm = oum 0mm S ovm|e—w o=

w
1 : :
) . . .
- : : : :
8 Ac. gluta- : I04,4 : 126,6 : I52,2 T 313,2
< mique : : : :
v : : : :
g Lysine X 6,4 . 12,3 . 17,8 . 20,5
o . . . .
= : : : :
2 Arginine : 7,1 v I3,1I : 48,5 : 31,5
= . . s . . .
v Phénylala- - 7I,2 - 36,4 . 15,6 . TIk4,5
i nine . : .
= Tyrosine : 24,8 ¢ 24,5 46,1 : I6I1,8
- : : : :
_ Histidine - 8,2 ' 14,6 o43,1 1 31,3
o : : ' '
> Proline : 0 : 0 : 0 : 0
& . . o . .
f1?3> Tableau 35 : Teneur en acides aminés libres (nanomcles)’
\ LILLE TTTEmTT T ) N
N des tiges riécoltées sur des pieds males et

femellesde .Silene dioica, pavrasit® ou aon

psr Ustilago violacea,
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Dans les tiges des pieds femelles parasités, ce sont la sérine-
thréonine, l'acide aspartique, l'alanine, la phénylalaline et

la tyrosine qui augmentent le plus.

Les fleurs femelles sont plus riches en alanine et sérine~
thréonine que les fleurs ma3les ; inversement, la phénylalanine
et la tyrosine sont plus abondants dans ces dermi&res. La teneur
des autres acides aminés est sensiblement la méme dans les

deux types de fleurs (tableau 36).

Sous l%effet du parasite, la teneur en acides aminés
des fleurs males est fortement augmentée et, de plus, la
méthionine inexistante dans les fleurs saines apparait. Dans
les fleurs femelles, la s&rine~thréonine, et les acides aminés
acides s'accumulent sous l'effet du champignon, alors que la
teneur des autres acides aminés diminue et que la phénylalanine
et la tyrosine disparaissent (tableau 36). La proline est absente

aussi bien des fleurs que des tiges.

En résumé, l'infection de la plante par Ustilago violacea

détermine la disparition de la tyrosine et de la phé&nylalanine
dans les fleurs femelles, et provoque l'apparition de la

méthionine dans les fleurs mdles, Elle provoque aussi l'augmentation
des teneurs en acides aminés dans ces derniéres, et une diminution

de certains d'entre eux dans les fleurs femelles.

Les protéines des graines d'arachides (Arachis hypogaeal.)

infectées par Aspergillus parasiticus sont hydrolysées en plusieurs

constituants de faible poids moléculaire , qui disparaissent

i mesure que progresse le champignon. Parallélement, les acides
aminés libres augmentent. Selon CHERRY et coll. (I975), le
parasite déclenche une série d'événements au cours desquels

les protéines hydrolysées se transforment finalement en acides

aminé&s libres qui seraient utilisés pour ses propres besoins.

L'augmentation des acides aminés des fleurs males et
la diminution de certains dans les fleurs femelles sous l'action

d'Ustilago violacea est aussi comparable aux observations de




FLEURS SAINES : FLEURS PARASITELS !

ACIDES AMINES , ; :
Males . Femelles  M2ales | Femelles,

Glycocolle 8,4 : 6,9 : 60,2 6,4
Alanine ‘172,31 246,5 . 620,8 . 196,8
Valine v 66,1 ¢ 69,2 : I30,4 ¢ 24,8

Leucine © 63,2 . 52,8 ., 120,8 , 14,6

ce o

Isoleucine ¢ 55,8 v 37,5 : 91,3 ¢ 1II1,3

N EUTRES

°o eo se
.

Sérine . )
_ . 89,1 ©213,1 ‘ 276,7 Y 442,4
Thréonine :

Méthionine 0 i 0 ' 7,2 0

Ac. aspar- i 6,2 62,4 47,1

tique

.« s

ACIDES

Ac. gluta- : 86,3 : 90,4 : 368,99 : 136,6
mique : :

Lysine g6 ¢ 9,2 9,4 - 5,4

Arginine + I3,8 : 24,7 : 51,6 : 12,4

Phénylala-

29,4 1 132,2 0
nine :

s 20 o

Tyrosine : 61,1 : 26 2 H 191,4 : 0

Histidine - 14,5 © 33,2 ° 58,2 . 13,I

CYCLTIOUE SIBASIQUES

Proline : 6] : 0 : 0 : 0

Tableau 36 : Teneur en acides aminés libres (nanomoles)

- - ——————

IS des fleurs midles et femelles de Silene dioica,

Uese ., - . .
Y parasité ou mon par Ustilago viclecea.

e o’
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ARJUNAN et coll. (1976) sur les feuilles de sorgho parasitées

par Helminthosporium turcicum ; dans ce cas, tous les acides

aminés et amides, 'A l'exception de l'asparagine et de 1la
méthionine, diminuent dans les feuilles &dgées de dix jours, sous
l"effet du parasite. Ces acides aminés augmentent considérablement
A l'exception de 1'acide glutamique et de la glutamine dans les
feuilles dgfes de 60 jours., Le parasite, qui est tributaire de

son hOte pour ses hesoins en acides aminés, réduirait ces derniers
dans les jeunes pieds qui en contenaient suffisamment ; alors

que, dans les feuilles dgées ol la quantité est insuffisante,

il se servirait de ses enzymes protéolytiques pour la dégradation

des protéines de son hote.

Dans le cas de Silene dioica parasité&, quel que soit le

sexe de la plante (mi@le ou femelle) ou l'organe étudié

(tige ou organes floraux), la présence d'Ustilago viclacea

entraine 1'augmentation de la teneur en sérine-thréonine

et en acides aspartique et glutamique. Cette modification ne
semble pas liée & la masculinisation des plantes génétiquement
femelles, puisque ces derniéres ont une teneur plus €levée

en chacun des acides aminés. Elle peut etre due, soit & un
blocage de la chaine de synthése ou de dégradation de ces
acides aminés, soit 3 leur excrétion ou leur utilisation par

le parasite.

Bien que nous n'ayons pas pu cultiver le mycélium

dicaryotique d'lUlstilago violacea en dehors de son hdte, nous

savons que les souches levuroides excr@tent tré&s peu d'acides
aminés dans leur filtrat de culture ; par conséquent, les troubles
provoqués par le parasite seraient peut-étre liés aux

modifications du métabolisme de 1'hote,



156.

CHAPITRE XII

CONSIDERATIONS GENERALES

ppetpempueieip o st teniuapmnd

Nous avons étudié la germination des téliospores d'Ustilago
violacea et déterminé les conditions de milieu, de température, de lumiére
et de pH favorablesa sa croissance, comme l'ont fait de nombreux auteurs
sur d'autres Ustilago (NIELSEW, 1972 ; BECERESCU, 1973 ; HUGUENIN, 1974).

L'étude de la germination des téliospores nous a permis de
constater que celles qui sont fralchement récoltées germent a presque
100 % ; ce pourcentage est réduit de 99 % apres un an de conservation
a 21 + 1°C,alors que selon SPENCER et WHITE (1951), 9 % seulement germent

apres deux mois de conservation a 20°C.

Lorsqu'elles viennent d'étre récoltées, les téliospores germent
sur des milieux tres divers, et les bons résultats obtenus a la température
du laboratoire(2l + 1°C), méme sur eau distillée stérile, soulignent

que les téliospores n'ont aucune exigence particuliere.

Les travaux de HASSAN et MAC DONALD (1971) ont d'ailleurs montré
qu'elles germent aussi bien a la lumiere qu'a l'obscurité, a des températures
comprises entre 5 et 38°C. Cette indifférence n'est cependant pas

générale, puisque les téliospores d'Ustilago tritici germent mieux a

l'obscurité qu'a la lumiére qui exerce une inhibition marquée entre 460 nm
et 600 nm (KRAINY, 1974),

Signalons aussi que FORSYTH (1955) a mis en évidence un
phénomene d'autoinhibition de la germination des Urédospores de Puccinia

graminis Var. tritici par suite d'émission du triméthyl-éthylene.

La germination des téliospores d'Ustilago violacea nous a permis

d'isoler des sporidies compatibles (+) et (-), susceptibles de se conjuguer.
Les travaux de POON et DAY (1974-1975) ont montré, par la technique
d'ombrage et de cryodécapage, que la face externe de leur membrane est

hérissée de Tins appendices pileux appelés "fimbriae", en raison de leur
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a des températures {levées (HALL, 1971). Diailleurs, les temperaturcs

pcu élevées limitent la fructification de certains Basidiomycétes, tels
les Agaricales, dont le nombre de carpophores de diverses espéces est
réduit entre 14 et 2U°C (FLEGG, 1968). Toutefois, la température optimale
pour la fructification d'Agaricus bisporus est comprise entre 14,5 et
16,5°C (ATKINS, 1966).

Nous avons ensuite précisé que les pH compris entre 5 et 6 sont
les plus favorables a la conjugaison d'U. violacea. En dessous de pHS et au-
dessus de pH8, elle est fortement inhibée sauf dans l'eau. Chez
Arachniotus albicans, ie pH initial du milieu compris entre 5 et 7 a
peu d'influence sur la reproduction sexuée (LACOSTE et DUJARDIN, 1972). Les

périthéces sont plus nombreux a PHy 5 et ne se forment plus a pH inférieur
b

a 3,2 chez Gnomonia vulgaris, contrairement a G.intermedia qui produit

N

le maximum de péritheces a pH 3,2 (HENRIKSSON et MORGAN-JOMES, 1951).

Enfin, la reproduction de certains parasites tels gue Phytophtora
palmivora n'est pas sensible & l'effet du pH, le rdole le plus important
étant joué par le rapport C/N (HUGUENIN, 1974). Seul le mycélium
dicaryotique formé par les sporidies conjuguées d'U.violacea est capable
d'infecter la plante-hote. Nous n'avons obtenu la formation de ce
mycélium sur milieu synthétique qu'a un faible pourcentage, quelles que

soient les conditions réalisées. Ustilago violacea se comporte donc

différemment d'U.nuda dont on cultive facilement le mycélium dicaryotiqﬁe
en dehors de 1'hote, mais dont l'isolement des sporidies haploides exige
des conditions particulieres (NIELSEN, 1972).

Selon BECERESCU (1973), l'usage des rayons X a des doses variables
peut, soit stimuler, soit inhiber la croissance du mycélium dicaryotique

de U.nuda, U,tritici, U.nigra, U.avena, U.hordei et U.cynedontis.

Nous n'avons pas pu étudier l'action de ce facteur sur le développement
de U.violacea et, si pour certains auteurs (BAKER, 1947 ; HASSAN et MAC
DONALD, 1971), il est impossible de cultiver son mycélium dicaryotique
en dehors de 1'hdte, il nous faut reconnaitre que, malgré nos différents
essais, nous n'avons pas encore maitrisé completement les modalités de

cette culture.
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élroite ressemblance avec les fimbriac (pili) trouvé chez certaines bactéries
Gram né¢gatives. Des poils semblables ont été observés chez U.maydis

et Leucosporidium candida et chez toutes les especes présentant une forme

levurolide (Rhodotorula, Saccharomyces, Lypomyces, Torulopsis, etc...) .

I1 semble que ces poils jouent un rdle important pendant la conjugaison

chcz Ustilago violacea (DAY, 1976).

Le développement ultérieur des sporidies exige, d'une part,
la présence de vitamine Bl s ce qui confirme les résultats de SCHOPFER
et BLUMER (1938) et, d'autre part, celle d'un sucre, par exemple le
saccharose que nous avons choisi parce qu'il permet, en outre, la

croissance des tissus isolés des hotes naturels (Silene alba et S.dioica) .

Nous préconisons la dose de 3 % de saccharose pour la culture des sporidies
bien que, contrairement a ce qu'on observe avec les tissus de Fhanerogames
(GAUTHERET, 1959), les doses supérieures a 100 g/l inhibent peu la
croissance du champignon. La température optimale de croissance est

de l'ordre de 25°C ; cette croissance est presque nulle en dessous de

2,5°C et au-dessus de 35°C.

Comme la germination des téliospores, la conjugaison des
sporidies (+) et (-) ne semble pas avoir d'exigences particulicres
puisque nous l'avons obtenue a un taux élevé, aussi bien dans 1l'eau
distillée que sur le milieu nutritif de LESCURE (1966). Elle n'est pas
influencée par le rapport C/N du miliey comme c'est parfois le cas
(HUGUENIN, 1974). Elle se déroule aussi bien a 1'obscurité qu'a la
lumiére, alors que chez de nombreuses espéces de champignons, la lumieére,
a un stade déterminé, est indispensable a la sexualisation (TOUSSOUN
et WEINHOLD, 1967 ; DEHORTER, 1972 ; MERIMOTO et ODA, 1974). Parfois meme,
comme chez Coprinus congregatﬁs, l‘inleence de la lumiere est complexe
(MANACHERE, 1970).

L'age des sporidies d'Ustilago violacea, leur densité dans le

milieu de culture et la température, influent sur la conjugaison qui est
inhibée au-dessous de 10°C et au-dessus de 22°C. L'inhibition provoquée

par les températures élevées est a rapprocher du blocage de la reproduction
sexuée mise en évidence chez divers Ascomycetes (HENRIKSSON et HORGAN-
JONES, 1962 ; DEHORTER, 1972) ; cela n'est cependant pas un phénomene

général, puisque chez Sordaria fimicola, les périthices sont plus nombreux
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Nous avons aussi constaté que les sporidies excretent au cours
de leur culture des substances inhibitrices de la conjugaison. Il s'agit
de molécules dialysables et thermostables. Il n'est pas exclu qu'il
s'agisse d'acides aminés ou de sucres particuliers ; nous savons par
exemple que certains acides aminés réduisent le pouvoir pathogene de
certains champignons (VAN ANDEL, 1966), et que Rhizoctonia solani, cultivé

en milieu liquide, excrete des acides aminés tels que l'acide glutamique,
le glycocolle, l'histidine, etc... (REDDY et RAO, 1975).

Les sporidies d'U.violacea secreétent également des substances toxiques

pour la croissance des tissus isolés de Silene alba (BATCHO et DUBOIS,
1974). Cette toxicité n'est d'ailleurs pas spécifique puisqu'elle se
manifeste aussi a l'égard des tissus de Carotte, d'Erable ou de Scorsonere.
L'identité entre l'inhibition de la conjugaison du champignon et
1'inhibition de la prolifération des cellules vegétales n'a pas été
établie, et nous nous garderons d'extrapoler les résultats obtenus avec
des souches levuroides se multipliant fécilement sur un milieu synthétique
et ceux fournis par un mycélium dicaryotique parasite. Toutefois,
1'inhibition de la croissance des tissus et de suspensions cellulaires

de S.alba pourrait expliquer le nanisme observé chez diverses silénes
parasitées par U.violacea (BAKER, 1947 ; VIENNOT-BOURGIN, 1949 ;
EVANS et WILSON, 1971).

.

Nous avons identifié et déterminé la nature de certains produits
d'excrétion des sporidies d'U.Violacea. Quatre enzymes : la phosphatase
acide, lé phosphatase basique, la phosphoamidase et l'estérase lipase ont
été mises en évidence dans le filtrat de culture. La concentration
des protéines excrétées dans ce filtrat évolue en fonction de la
croissance des souches. Les acides aminés libres et protéiqﬁes excrétés

ont été identifiés.

Tout ceci nous a permis de noter que seuls, les acides aminés
acides tels que l'acide glutamique et 1l'acide aspartique produits en
grande quantité, pourraient inhiber la conjugaison des sporidies
compatibles, étant donné que les pH trés acides sont défavorables a la
conjugaison (DUBOIS et coll., 1977). Quant aux enzymes, elles ont été
retrouvées en quantités plus importantes dans le milieu de culture des
suspensions cellulaire$ de S.alba et, de ce fait, ne peuvent etre

responsables de 1'inhibition de leur croissance.
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Mous avons ensuite tenté d'obtenir in vitro les modifications

morphologiques provoquées par Ustilago violacea sur S.dioica. Dans la

nature, ceci n'est généralement possible que pendant la période de
floraison des Silénes, et une étude ne pouvait é€tre rigoureuse que

si les plantes entieéres étaient maintenues dans des conditions précises
de température, de lumiére et d'humidité ; de plus, pour éetre a 1l'abri
de toute contamination accidentelle, les cultures devaient étre

rigoureusement aseptiques.

Dans un premier temps, les techniques de culture in vitro nous
ont permis d'obtenir la floraison de Silene alba dans des conditions
satisfaisantes a partir de fragments de tige comportant un ou deux
bourgeons axillaires, dont l'induction de la floraison est réalisée dans
la nature. Ces fragments de tige sont repiqués en position normale, sur
milieu gélosé dépourvu de phytohormones ; éclairés 24 h sur 24 par une
lumiere du type lumiére du jour (12.000 lux), maintenus a une tempeérature
constante de 21 + 1°C, ils fleurissent dans un temps relativement
court (8 a 15 jours). Par ailleurs, ces plantes, qui peuvent atteindre
80 cm dans la nature, produisent in vitro des fleurs apres une élongation
moyenne de 8§ cm ; ce qui signifie que nos conditions expérimentales
permettent la réduction de 1l'élongation de la tige sans inhiber la

floraison.

Dans le cas de Silene armeria, 4 jours longs d'éclairement

suffisent pour assurer la floraison a 100 %, et deux gibberellines

(A3 et A7) provoquent cette floraison en jours courts (CLELAND et
ZEEVAART, 1970). Selon ces auteurs, les gibberellines endogenes sont les
facteurs qﬁi controlent 1'élongation des tiges, séns inflﬁencer la
floraison. Cette hypothese est confirmée par WELLENSIEK (1975) qui a
démontré que chez certaines Silenes, la formation des fleurs et
1'élongation des tiges peuvent €tre considérées comme deux processus

distincts.

Dans le cas des Sileénes, S.alba est plus adaptée aux fortes
intensites lumineuses que S.dioica qui est une plante d'ombre, et selon
WILLMOT et MOORE (1973), Silene dioica est plus adaptée aux faibles

intensités lumineuses par sa capacité a limiter la baisse de son taux

de photosynthese. Nous avons montré que les deux especes peuvent néanmoins
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fleurir parfaitement dans les mémes conditions (BATCHO, 1979).

Par la suite, en mettant en culture des fragments de tiges
parasitées, nous avons obtenu des fleurs parasitées, ce qui nous a permis
de résoudre le probleme difficile de la désinfection des téliospores.

Des inoculums d'origines différentes (téliospores, sporidies haploides,
sporidies conjuguées) ont été alors réalisés pour infecter Silene alba

et S.dioica a différents stades de développement (plantules, rosettes,
fragments de tige), afin de vérifier le pouvoir pathogene des téliospores
obtenues in vitro. Soulignons que ces infections sont realisées sur

des plantes cultivées en champ, en serre et in vitro.

Depuis les travaux de HOTSON et CUTTER (1951), au moins une
dizaine de téliomycetes, considérés comme parasites obligatoires, ont été
cultivés en association avec les tissus isolés de 1'hote ; plusieurs ont
pu se développer dans des conditions saprophytiques (WILLIAMS et coll.,
1967 ; TUREL, 1969). INGRAM (1973) a répertorié les espéces ayant donné
lieu a des cultures associées, mais il ne signale aucune Ustilaginale,
bien que depuis lors, de nombreux charbors aient sporulé sur milieu

synthétique. Hous avons obtenu le cycle complet de 1'Ustilago vioclacea

dans des conditions rigoureusement controlées. Les premicres étapes
(germination des téliospores, entretien des souches levuroides axéniques
et conjugaison des sporidies compatibles), s'effectuent en milieu
synthétique en dehors de 1'hote. Les derniéres étapes (croissance du
mycélium dicaryotique, formation des téliospores) se déroulent dans

des cultdres de fragments de tiges isolées de Silene albé (BATCHO et
DUBOIS, 1975).

Le péssage de la phase saprophytique a la phase pérasitaire est réalisé
par injection déns les tissus de 1'hote d'une sﬁspension de sporidies

conjuguées (fig. 17).

Certes, WANDERWALLE et SOMMEREYNS (1965), ainsi que NIELSEN
(1968) avaient obtenu des épis charbonneux d'orée, apreés inoculation de
mycélium dicaryotique ou de téliospores d'Ustilago nuda. De méme, HASSAN
et MAC DONALD (1971), apres injection de téliospores d'Ustilago violacea

dans les bourgeons axillaires des jeunes plantules ont observé des fleurs

charbonnées de Silene diojca. Mais tous ces travaux ont été réalisés sur

des plantes enticres cultivées dans la nature et ne permettent pas de
préciser les facteurs qui influent sur le dévcloppement du champignon et

de son hote.
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Fi g. 17 : Culture in vitro de V'Ustilago violacea

A. Phase saprophytique, en milieu synthétique. B. Phase parasitaire : culture associée avec un fragment
de tige de Silene alba : en blanc, fragment de tige prélevé sur une plante saine ; en noir, fragment de
tige prélevé sur une plante déja infectée. — 1. Téliospore aseptique ; 2. Germination de la téliospore
et formation d’une archéobaside ; 3. Emission des sporidies haploides + et —; 4 et 4'. bourgeonnement
des sporidies haploides et entretien, E, des cultures levuroides ; 5. Conjugaison de deux cellules levu-
roides compatibles ; 6. Infection d’un fragment de tige saine de Silene alba par une suspension de cel-
Iules levuroides conjuguées ; 7. Formation des fleurs charbonnées ; 8. Culture in vitro d’un fragment
de tige de Silene alba prélevé sur une plante déja infectée ; 9. Formation de fleurs charbonnées.

Notre travail met bien en évidence le pouvoir pathogene
des téliospores récoltées in vitro ; il montre aussi que les sporidies
haploides en sont dépourvues alors qu'elles sont toxiques a 1l'égard des
plantules et des tissus isolés de silénes. L'action parasitaire des
sporidies conjuguées s'exerce aussi bien sur les plantules, les rosettes
et les fragments de tiges, qu'ils soient cultivés en champ, en serre ou
in vitro. Cette action parasitaire n'est ailleurs pas altérée par les

basses températures hivernales.

Nous avons aussi montré que le meéme Ustilago violacea peut

parasiter Silene alba et S.dioica qui sont sensibles au parasite quel que

soit leur stade de développement.
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Notre travail, a certains égards, s'apparente a celui réalisé
par RAYNAL (1974) sur U.maydis. Cet auteur a pu obtenir des contaminations
artificielles, en injectant avec une seringue hypodermique des sporidies
cultivées en milieux liquides agités. RADULESCU et MUNTEANU (1967) avaient
d'ailleurs remarqué que la contamination par U.maydis était possible
pendant toute la période végétative de la plante. BECERESCU (1973) a,

de son cOté, montré que la pénétration des Ustilaginales (U.nuda, U.tritici,

U.nigra, U.hordei) pouvait se faire par des organes tres différents,

sans préférence particuliére pour l'un ou l'autre.

Malgré les précisions supplémentaires que nous avons pu apporter
sur l'Ustilago violacea et sur ses hotes habituels Silene alba et Silene

dioica, il nous a fallu aborder les aspects cytologiques pour expliquer
pourquoi ce champignon ne développe ses téliospores que dans les organes
floraux de ses hotes, et pourquoi il provoque la différenciation d'anthéres

dans les fleurs femelles qui en sont normalement dépourvues.

Pour cela, nous avons d'abord localisé le mycelium dans les tissus
de Silene dioica avant la floraison car, si de nombreux auteurs
(BAKER, 1947 ; GIULIANO, 1962 ; HASSAN et MAC DONALD, 1971 ; BATCHO et
ZAMBETTAKIS, 1976) ont étudié le mode d'infection des silénes par

Ustilago violacea, tres peu ont recherché la présence du parasite dans

les organes autres que les fleurs.

Notre travail montre que le mycélium, treés fin, est intercellulaire et se
déplace surtout dans les composés pectiques de la lamelle moyenne, ainsi
que dans les méats ; il est,dans la tige, dépourvu de toute agressivité,
et se localise surtout au niveau des méristemes apicaux. On le retrouve
aussi en abondance dans les méristemes des bourgeons axillaires. Il
disparalt de toutes les parties différenciées de la tige, il est absent
des tissus conducteurs qui continuent de jouer leur role de transporteur,
ce qui fait qu'aucun signe de flétrissement ne s'observe en preésence du
parasite, contrairement a ce qui est fréquent avec d'autres champignons
(ROBB et coll., 1977 ; ALEXANDER et HALL , 1977).

Ces observations nous ont permis de comprendre pourquoi il était
difficile de distinguer une plante saine d'une plante parasitée avant la
formation des fleurs, et pourquoi des plantes artificiellement parasitées
et maintenues en serre depuis 6 ans fleurissent chaque été, en produisant

des fleurs charbonnées.
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Ainsi, contrairement a GIULIAMO (1962) qui pense que le

mycélium d'Ustilago violacea traverse les cellules épidermiques et

parenchymateyses, qu'il détruit au passage avant d'atteindre les faisceaux
criblo-vasculaires, et a SPENCER et WHITE (1951) qui le situent juste
en-dessous du méristeme apical, nous avons constaté que le parasite suit
le développement de la plante, installé dans les zones indifférenciées

des bourgeons axillaires et apicaux.

Ce comportement peut se comparer a celui d'Ustilago bromi erecti,

parasite du brome, qui est présent dans toutes les parties pérennes de
la plante (bourgeons souterrains et rhizome), et est capable, comme

Ustilago viclacea, de s'y maintenir plusieurs années (10-12 ans). Chaque

printemps, le mycélium qui est localisé dans les méristémes apicaux se
répand dans la tige en voie d'élongation. Le meme phénoméne s'observe

chez Ustilago agrestis, dans les tiges des Agropyrum et Ustilago striiformis
sur Dactylis glomerata (VIENNOT-BOURGIN, 1965). Ustilago nuda qui parasite

l'orge et le blé s'installe dans le caryopse pendant la formation de la

graine et attend le développement des plantules pour se localiser dans
les méristemes apicaux. L'action destructrice de 1'U.nuda est totale,
1'épi entier est transformé en amas sporiféere (MALIK et BATT, 1960)

contrairement a celle d'Ustilago violacea sur Silene dioica et alba, ou

les pieces florales, autres que les anthéres et les ovaires, sont intactes
et se développent normalement.Toutefois, lorsque ce parasite s'attaque

a Saponaria officinalis, on a observé des pétales bifides et une soudure

particlle des étamines au niveau du filet (WERTH, 1913).

Nous avons aussi suivi 1'évolution du mycélium d'U.violacea dans
les 6rganes reproducteurs, en commengant par les antheres pour expliquer
comment les téliospores remplacent les grains de pollen.

La présence trés prématurée du mycélium dans tous les tissus de l'anthére
n'empéche pas la différenciation compléte et normale de ces organes
jusqu'au stade préméiotique. La, il réalise une sorte d'analyse sélective
des divers tissus.qui constituent le sac pollinique, en commengant par
les cellules sporogenes, qu'il attaque spécifiquement ; il inhibe la
différenciation des cellules du tapis, empéche la méiose de se réaliser,
et 1l'endothécium, qui devrait évoluer en assise mécanique responsable de

la déhiscence de 1l'anthére, reste au stade parenchymateux.
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D'une maniére générale, il interrompt 1'histogenése de 1'anthére
a un stade juvénile et détruit spécifiquement les cellules sporogenes selon
deux modalités différentes (nécrose immédiate et nécrose précédée
d'hypertrophie). On peut distinguer cing étapes dans 1l'évolution des
transformations histologiques qui aboutissent a la destruction des anthéres.
1°) Apparition du mycélium dans les tissus de 1'anthére sans que 1l'aspect
histologique de cette derniére soit modifié. 2°) Début de la nécrose du
massif sporogene ; seules certaines cellules centrales sont affectées
par cette lyse, et se contractent en masses denses. 3°) Généralisation
du processus de nécrose a l'ensemble du massif sporogéne. L'hypertrophie
de ces cellules est liée a une forte vacuolisation et précede leur
destruction. 4°) Les hyphes se développent abondamment au sein de la
masse nécrosée des cellules sporogénes. 5°) Le champignon sporule par
fragmentation du mycélium, et les téliospores s'accumulent dans la

cavité sporangiale.

Ainsi, le mycélium dicaryotique d'Ustilago violacea ne révele

son agressivité que lorsqu'il se trouve au contact des cellules sporogenes ;
rappelons qu'il peut vivre au ralenti, et de fagon inoffensive pendant
plusieurs années au contact des cellules méristématiques, et qu'il

disparait de tous les tissus différenciés de la tige.

Nous en avons conclu que les cellules sporogenes constituent

le substrat indispensable a la sporulation d'Ustilago violacea, et que

ce dernier réagit a la disparition de ce substrat en produisant des

spores de conservation "Les téliospores".

Tres peu de parasites ont une action aussi spécifique et

localisée qu'Ustilago violacea. Un autre exemple de destruction de

1'androcée est fourni par Botrytis anthophila qui se développe dans le

trefle (Trifolium pratense), en Russie, dans plusieurs régions de 1'Europe

Centrale, en Ecosse et en Suede : les conidiophores se forment
principalement aux dépens des anthéres qui prennent une coloration grise ;
le vent et les abeilles étant les principaux vecteurs de la maladie
(VIENNOT-BOURGIN, 1965).
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Notre travail a permis de confirmer 1'apparition des antheres

dans les fleurs femelles lorsqu'elles sont infectées par Ustilago violacea.

Ces antheres ont une morphologie classique et le comportement du parasite

y est le méme que dans les fleurs males parasitées. La fleur femelle
devient morphologiquement hermaphrodite, et nous avons démontré que,

si le parasite n'induit pas la formation des antheres, il exalte les
potentialités de la plante qui sont limitées génétiquement. En effet,
toutes les fleurs femelles présentent un pistil et deux verticilles de
staminodes, a 1'état d'ébauches méristématiques ; mais seul, le pistil

se développe lorsque la fleur est saine. Nous en concluons que le sexe

de la fleur femelle est instable et potentiellement hermaphrodite.

Les fleurs males sont,elles,unisexuées, qu'elles soient saines ou parasitées,
Nos observations sont en accord avec celles de WARMKE (194¢),

WESTERGAARD (1953) et MITTWOCH (1967) selon lesquelles il existe chez
Melandrium album et M.rubrum (Silene alba et S.dioica) un chromosome sexuel

Y qui caractérise le sexe male et un chromosome X qui caractérise le sexe
femelle. Selon ces auteurs, il n'est pas surprenant que les pieds femelles
qui possedent certaines caractéristiques mdles soient capables de les
exprimer a des degrés divers dans certaines conditions (par exemple,

lorsqu'ils sont parasités).

Nous avons aussi montré qu'U. violacea est présent dans les
ovaires des fleurs femelles parasitées. Nous avons suivi son évolution
dans les ovules. La différenciation de ces derniers est plus tardive
gue celle des antheres, et de nombreux auteurs (WANG, 1934 ; BAKER, 1947 ;
EVANS et WILSON, 1971 ; BATCHO, 1973, 1976) ont remarqué l'atrophie de
l'ovaire sous l'effet du parasite. Le mycélium envahit les tissus de
1'ovule avant meme la formation des téguments et, comme dans les antheres,
attaque d'abord les cellules sporogenes, puis le nucelle,sporule et libere
les téliospores, soit par le micropyle, soit aprés la destruction des
téguments. Ce phénomeéne ne s'observe pas dans les ovaires dont le
développement est plus ou moins réduit. Dans certains cas, il est si
atrophié que les ovules ne se forment qu'incomplétement et avortent.
Toutefois, quelle que soit la taille de l'ovaire, le mycélium dicaryotique

est toujours présent.
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Les cellules sporogenes, qu'elles soient males ou femelles,
constituent donc le substrat indispensable a la sporulation
d'U.violacca. On pensait jusqu'a présent que ce charbon ne sporule que
dans les antheres, et les auteurs anglo-saxons l'avaient surnommé
"the anther smut". (BAKER, 1947 ; SPENCER et WHITE, 1951 ; DAY et DAY,
1970 ; EVANS et WILSON, 1971 ; DAY, 1972 ; DAY et JONES, 1972 ;

DAY ct CUMMINS, 1974 ; POON et DAY, 1974, 1976 ; DAY, 1978). I1 peut
donc aussi sporuler dans l'ovaire, et son action est comparable dans les

deux types d'organes reproducteurs.

Dans le cas de Claviceps purpurea, parasite du Seigle, on

observe aussi la destruction du gynécée ; l'ovaire est digéré et remplacé
par unc masse compacte de structure cornée-alvéolée appelée sclérote
ou ergot (VIENNOT-BOURGIN, 1965). Ce parasite agit aussi sur les fleurs

d'Agropyrum repens qui sont normalement stériles,et sur les fleurs de blé

privées d'étamines et de pistil et, meme, sur les restes de glumes .

lorsqu'il attaque un épi préalablement détruit par Ustilago tritici.

Pour ce parasite, contrairement a Ustilago violacea, les organes

reproducteurs ne constituent donc pas un facteur indispensable a la
sporulation. Pour préciser le role de facteurs énergétiques dans les
relations hote-parasites,nous avons suivi l'évolution des constituants

de la paroi cellulaire (cellulose, callose, lignine, pectine) de 1'amidon
et du glycogene, puis celle des lipides et des protéines dans les anthéres

de Silene dioica saines et parasitées. Nous avons montré que, dans tous les

tissus des organes floraux des boutons sains, a l'exception des cellules
sporogenes, il y a de l'amidon. Les lipides neutres et insaturés
apparaissent partout sous l'aspect de petites gouttelettes qui sont cependant

plus abondantes dans les cellules sporogenes.

Lorsque les boutons sont parasités, les parois cellulaires
conservent leur structure jusqu'a la fin de la nécrose des cellules
sporogénes. La teneur en amidon diminue dans les organes floraux et disparalt
du filet de l'anthére : il se localise au niveau du connectif. Il est
encore présent dans les cellules sporogénes nécrosées, mais disparalt
completement pendant la sporulation. Dans le méme temps, le cytoplasme des

cellules mycéliennes s'enrichit en glycogéne. Les lipides essentiellement
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sont parasités, diminuent progressivement jusqu'da la phase de sporulation
du parasite. Paralleélement, lec nombrc et la taille des globules lipidiques
des cellulcs mycélicnnes augmentent. Nous avons méme noté que des
gouttelettes osmiophiles du cytoplasme migrent vers la paroi dans la zone
de contact avec le mycélium ; certaines de ces gouttelettes ont été
observées dans le milieu extracellulaire, sans pouvoir affirmer qu'elles

traversent la paroi mycélienne.

I1 en résulte qu'U.violacea mobilise toutes les ressources
énergétiques de son hdte pour son propre développement. Ses besoins
nutritifs au moment de la sporulation sont tels que les lipides, les
protéines et certains organites cellulaires ne suffisent plus ; il provoque
la synthese de 1'amidon dans les cellules sporogénes nécrosées et digére
l'ensemble du massif avant de sporuler. Pendant ce temps, il s'attaque
aux assises pariétales sous sa forme mycélienne, préparant ainsi la

libération des téliospores.

DELON et MANGENOT (1975) ont étudié les modifications ultra-
structurales de 1'Iris parasité par Helminthosporium gracile, WHITE, CALVERT
et BROWN (1973) cellesdes feuilles de blé infectées artificiellement

par Helmintosporium maydis. Ils montrent comment, sous l'effet des parasites,

les chloroplastes se désintegrent pendant que les globules osmiophiles de
taille wvariable apparaissent.

Enfin, sachant que la présence d'un parasite provoque dans une
plante des troubles du métabolisme et, en particﬁlier, celﬁi de l'azote,
(HRUSHOVETZ, 1954 ; ALLAN et RAYMOND, 1965 ; SHAW et bOLOTELO, 1961 ;
BURTON ‘et ZEEUW, 1975 ; HODGES et ROBINSON, 1977), nous avons étudié
les modifications des acides aminés libres provoquées par U.violacea
dans les tiges et dans les fleurs miles et femelles de S.dioica. La
présence du parasite entralne dans les plantes males une augmentation
générale de tous les acides aminés, et fait apparaltre la méthionine dans
les fleurs males ; de plus, il augmente le taux des acides aminés dans
les tiges et le diminue dans les fleurs femelles, ou on constate la
disparition de la tyrosine et de la phénylalanine. Des modifications
de la teneur en acides aminés ont été signalées dans de nombreux cas de

parasitisme, par exemplc dans les concombres parasités par Cladesperium

cucumerium ; l'asparagine et la glutamine sont-réduits de fagon considérable
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dans les tissus infectés, et cette réduction apparait 72 heures apres
1'inoculation ; elle coincide avec les premiers symptomes de 1l'infection
(BURTON et ZEEUW, 1975).

Dans certains cas, si l'infection n'entraine pas de
modification qualitative des acides aminés libres, elle provoque
toutefois une baisse sensible de l'arginine, de la sérine, de la
thréonine, de l'acide aspartique, et une augmentation d'alanine
dans les mires parasitées par Glomerella cingulata (ALLAN et RAYMOND,
1965). Selon VAN ANDEL (1966), ces troubles du métabolisme de 1'azote

sont en réalité liés aux conditions nutritionnelles du parasite.

Toutefois, meme en absence de parasite, le taux d'acides aminés libres
peut servir a apprécier 1l'état physiologique d'une plante, puisqu'il

permet de déterminer les besoins en azote des vignes de Californie

(MARK et COOK, 1971) ; et le contenu en arginine des graines d'arachides
donne de précieux renseignements sur le degré de maturité des échantillons,
ce qui est uﬁe bonne méthode pour fixer les périodes de récoltes,

pour obtenir des produits de bonne qualite (CLYDE et MASON, 1972).

Ainsi, l'évolution du taux d'azote, qu'elle soit naturelle
ou provoquée par la présence d'un parasite, peut étre utilisée comme
un facteur déterminant dans la physiologie de la plante et, dans le

cas.de Silene dioica parasitée par U.violacea, il constitue un indice

des troubles métaboliques provoqués par le parasite dans son hote.

Ce travail, indépendamment des précisions apportées sur la
biologie du champignon (germination des téliospores ; croissance ;
conjugaison ; excrétion), et sur celle de ses hotes (floraison in vitro),
a permis d'étudier les effets de 1'un sur l'autre dans le cadre des
relations hote-parasites,a commencer par les infections artificielles
(pouvoir pathogene des téliospores, des sporidies haploides et des
sporidies conjuguées sur différents stades de développement de 1'hote).
Nous avons localisé le parasite avant la floraison, et expliqué par la
méme pourquoi une plante parasitée peut porter des fleurs charbonnées
pendant plusieurs années. Nous avons aussi expliqué pourquoi ce
champignon sporule dans les anthéres, et défini le rdole joué par les

différents tissus de cet organe.
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NHous avons démontré 1'importance des cellules sporogenes
(males ou femelles) comme substrat indispensable & la sporulation
du parasite, soulignant ainsi que le terme "anther smut" utilisé par les

auteurs de langue anglaise n'est pas approprieé.
g p p

Notre travail précise aussi la part prise par le champignon
dans le déterminisme génétique de la plante. Enfin, dans le domaine
des relations hote-parasites,certains aspects métaboliques concernant

les lipides, les glucides et les protéines ont été abordés.

Pourtant de nombreuses questions restent encore posées a
propos de ce phénomene de castration parasitaire, car nous ignorons
toujours pourquol le champignon supprime l'avortement habituel des
étamines des fleurs femelles, et lecur permet d'avoir une taille normale,
les rendant comparables a celles qui se forment dans les fleurs males.
Pourquoi ce champignon qui sporule aussi dans les ovules n'induit-il

pas la formation d'ovaires dans les fleurs males ?

Il reste aussi a préciser les modalités de culture du
mycélium dicaryotique d'U.violacea en dehors de son hote et celles de

la sporulation du parasite sur milieu synthétique.

Toutes ces questions que notre travail laisse encore sans

solution, méritent de retenir l'attention des biologistes.
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PLANCHE 1

CONJUGAISON DES SPORIDIES SECOMDAIRES DE L'USTILAGO VIOLACEA
ET FILAMENTS MYCELIEMS ISSUS DES CONJUGAISONS.

Toutes les préparations ont été colorées au bleu lactique,
sauf celle de la fig. 7 qui a été colorée par un réactif

iodo-iodurée. Dans chaque micrographie, 1'&chelle représente

5 pm.

Fig. I : Trois couples de sporidies conjuguées.

Fig. 2 = 3 - 4 : Anomalies observées., La conjugaison ne se
fait pas toujours entre deux sporidies
compatibles,

Fig. 2 et 3 : groupe de trois sporidies
conjuguées ;
Fig. 4 : groupe de cing sporidies conjuguées.

Fig. 5 : Multiplication végétative par bourgeonnement
des sporidies haploides : se présente sous
forme de chapelet avant de se dissocier.

Fig. 6 et 7 : Emission de filaments & partir de sporidies
haploides. Ceci s'observe lorsque deux
sporidies compatibles sont peu rapprochées
1'une de l'autre.

Fig. 8 : Emission d'un filament dicaryotique 3 partir
de 1'une des sporidies compatibles.

Fig. 9 : Le filament dicaryotique est émis 3 partir
du pont liant les deux sporidies.

Fig. 10 : Emission de sporidies 3 partir d'un mycélium
dicaryotique.

Fig. 11 : Le mycélium est &mis A partir de trois sporidies
conjuguées.

Fig. 12 : L'une des sporidies vide son contenu dans 1la

seconde, d'ol est &mis le mycélium dicaryotique.






PLANCHE II

FLORAISOM IN VITRO DE SILEME ALBA SAIN

Fig. I, 2, 5 : Fleurs ma3les provenant de la culture in vitro

des fragments de tige. Les fleurs peuvent
apparaltre apr®s la néoformation de 2 & 3 entre-
noeuds fig. 5. Elles peuvent aussi se former

sans développement important de pédoncule (fig. 2)
ou presque directement sur le noeud, fig. I.

Le milieu de culture est celui de MURASHIGE et

SK00G 3 21 i'I°C et en lumidre continue.

Fig. 4 et 6 : Fleurs femelles parfaitement épanouies dans les

~ . 3 3
mémes conditions que ci-dessus.

Fig. 3 : Fleurs femelles développées sur milieu de HELLER.
La tige néoformée est plus gréle et le nombre de

fleurs est moins important.
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PLANCHE 111

FLEURS MALES PARASITEES DE SILENE DIDICA

Fig. I et 5
Fig. 2 et 3
Fig. 4 et 6

Les anthares remplies de téliospores laissent
échapper leur contenu sur le milieu gélosé.
La germination de ses téliospores produit une
masse blanchatre (mélange de téliospores, de
sporidies et de probasides).

Les fleurs se développent & partir de tiges

parasitées dans la nature.

Les fleurs se développent presque directement

sur le noeud fig. 3, ou aprns la formation de

2 & 3 entrenoceuds fig. 2. Dans tous les cas,
toutes ces fleurs sont charbonnées. Elles peuvent

dépasser la dizaine par explantat (fig. 2).

Explantats portant des fleurs parasitées apreés

infection artificielle.
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Fig. 1
Fig. 2

~Fig. 3

Fig. &4 et 6

PLANCHE TV

FLEURS SAINES ET PARASITEES

-~

Silene alba. Fleur parasitée obtenue i partir

de tiges infectées dans la nature.

Fleur femelle de Silene alba artificiellement

parasitée. Les téliospores de couleur noirdtre sont
réparties sur les pétales et la paroi du tube de

culture,

Fleur femelle de Silene alba sain.

Silene dioica. Fleurs femelles parasitées

~Fig. 5

.
.

obtenues & partir de tiges infectées dans la nature.

Silene dioica. Fleurs . mfles saines.
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chromosome
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ABREVIATIONS UTILISEES DANS LES PLANCHES

e R R e N
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IX a XX
A.P. : assise pariétale
C.F. : cellule du filet
C.Sp. : cellule sporogéne
C.Sp.H. : cellules sporogénes hypertrophiées
C.Sp.M. : cellule sporogéne en mitose
C.Sp.N. : cellule sporogéne en nécrose
Ch. : chromosome
D. : dictyosome
Ep. : épiderme
L. : lipide
M. : mitochondrie
M.Sp. : massif sporogéne
Mb.N. : membrane nucléaire
My. : mycélium
N. ¢ noyau
n. : nucléole
P. : plaste
P1l. : plasmalemme
P.My. : paroi du mycélium
P.Sq. : paroi squelettique
"R.E. : réticulum endoplasmique
S. : sugoir
T. : téliosvore
v. : vacuole
V.A, : vacuole autophagique
Ve. : vésicule

Le pmest l'unité de mesure.



ARREVIATIONS UTILISEES DANS LES PLAMCHES

XXXTT @ XXXV
A, ¢+ amidon
A.P. : assises pariétales
C. : connectif
C.S. ¢t cellules sporogénes
C.S.H. : cellule sporogéne hypertrophiée
C.S.N. : cellule sporogéne nécrosée
Ep. : épiderme
E.P, : épaississements pariétaux
F. : filet
Gl. : glycogéne
L. : lipides
M. . : mitochondrie
My. : mycélium
M.S. : massif sporogéne
N. : noyau
P. : plaste
P. My. : paroi mycélienne
P.S. : paroi squelettique
R.C.S. : reste de cellule sporogéne
T. : tapis
t. : téliospore
V. ¢ vacuole

Le pm est 1l'unité de mesure.



PLANCHE V

ASPECT GENERPAL DE L'APEX ET CELLULES MERISTEMATIOUES SAINES.

~

TECHNIQUES : M.0. : semi-fine, bleu de toluidine basique : fig. I

M.E.T. : glut/OsO4 ; fig. 2 : acétate d'uranyle et
citrate de plomb ; fig. 3 et 4 : THIERY.

Fig. I : Structure histologique d'un apex avec un primordium

foliaire en cours d'élaboration.

Fig. 2 et 3 Cellules méristématiques, disposées de fagon

jointive avec de nombreuses mitochondries de

taille réduite, et des plastes au stade de proplaste.

Fig. 4 : Détail d'une cellule méristématique, mettant en
évidence quelques organites cellulaires, tels que
mitochondries, plastes, dictyosomes, réticulum

endoplasmique et noyau.






TECHNIOQUES

Fig. 5

PLANCHE VI

APEX PARASITE

M.E.T. : glut/0sO fig. 5 et 6, THIERY.

4

Sommet d'apex avec un myc&lium situé directement
sous les cellules épidermiques dont le nombre

de gouttelettes lipidiques semble avoir augmenté.

Aspect général d'un apex parasité. Certaines
cellules méristématiques se divisent, tandis que

d'autres se nécrosent.






TECHNINUES

Fig. 7

Fig. 8

PLANCHE VII

=E=ss=sE==Szss

APEY PARASITE

M,0, semi~fine, bleu de toluidine basique : fig. 8

M.E.T., glut/0s0O, ; fig. 7, THIERY,
4 [

Mycélium entre deux cellules méristématiques

dont les parois squelettiques au contact de celles
du mycélium sont épaissies. De grosses gouttelettes
lipidiques sont disposées le long de la paroi

de la cellule hdte.

Vue générale d'un apex parasité., Le mycélium est

visible aux angles des cellules,






PLANCHE VIII

T m mm a e g e mm wm =
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FLEUR MALE SATNE (COLORATIOMN A LA THIONINE) - M.0. -

Fig. I a

Fig. 4 a

Fig. 5 a

Fig. 6 a

Fig. 7 a

Fig. 8 a
Fig. 9 a
Fig. I0 a
Fig. II

Oemrmr——

Coupe transversale dans un bouton floral long

de 1,5 mm. Verticille interne des &tamines (le
verticille externe est situé 3 un niveau inférieur)
(cf. Fig. 7 a). G : x 70.

Détail d'une anthére de la fig. I a : le tissu
sporogéne est en préméiose. G : x 280.

Coupe transversale dans un bouton floral long de
I mm avec les anthéres au stade méristématique
le verticille externe de cing &tamines forme des
lobes saillants qui se détachent de 1l'axe, le
verticille interne est encore confondu avec cet
axe. G : x I00.

Détail d'un lobe d'anthére du verticille externe
(cf. fig. 3 a). G x 1100.

Détail du sac pollinique correspondant aux fig. I a
et 2 a le tapis se distingue nettement du tissu
sporogéne, les quatre assises de la paroi du sac
pollinique sont indifférenciées. G x 500.

Coupe longitudinale dans un bouton floral long de
I,5 mm (cf. fig. I a) montrant 1l'axe faisant saillie
dans la fleur. La coupe se situe dans le plan de
deux étamines du verticille interne et de deux
pétales. G : x 70,

Coupe longitudinale dans un bouton floral long de
2,5 mm montrant les anthéres au stade de méiose ;
les anthdres du verticille interne sont situées
au-dessus de celles du verticille externe.

G : x 30,

Coupe oblique dans un sac pollinique au stade de
Tétrade ; le tapis color@ en rose présente une
réaction métachromatique 3 la thionine. G x 300.
Détail d'un sac pollinique contenant du pollen
jeune au stade de vacuolisation ; le tapis se
dégénére, l'assise mécanique est différenciée.

G : x 600.

Grain de pollen adulte, sphérique, multiporé
(sur la demi-sphére, on remarque huit pores
germinatifs). G x 500.

Population pollinique homogéne avec quelques grains
vides par léthalité accidentelle (coloration au
carmin acétique ferrique). G:x I50.






PLANCHE IX

ez o=ss===

HISTOLOGIE ET CYTOLORIE ULTRASTRUCTURALE D'UME AMTHERE SAINE.

TECHNIONUES : M.0, semi-fine, bleu de toluidine basique : fig. I
M.E.T. : glut/0s0, : fig. 2, THIERY ; fig. 3
acétate d'uranyle et citrate de plomb.

Fig. I (x 750) : Coupe d'une jeune anth@re composée d'un
épiderme, de trois assises pariétales et
d'un massif sporogéne central. Unme cellule

sporogéne se nécrose (flé&che).

Fig. 2 (x I1.600) : Aspect infrastructural d'une cellule

pariétale.

.Fig. 3 (x I1I1.600) : Aspect infrastructural de cellules

sporogénes.






PLANCHE ¥

MODIFICATIONS DFE LA MORPHOLOGIE DES FLEURS MALFS ET FEMFLLES
DE SILEME DIOICA SAIN ET PARASITE PAR USTILAGO VIOLACEA.

Fig. I : Fleur femelle saine 3 gauche. Ovaire normalement
développé. Il n'y a pas d'étamine. Les &ébauches de
ces derniéres ont régressé progressivement au cours
du développement de l'ovaire, et disparaissent

complétement 3 ce stade.

A droite, fleur femelle parasitée par Ustilago
violacea. L'ovaire atrophié est entouré d'étamines
apparamment normales. La fleur prend une allure

hermaphrodite.

Fig. 2 : Fleur m&le saine & gauche, et fleur m3le parasitée
3 droite : A ce stade, il n'y a pas de différence

en dehors de la forme allongée des anthéres saines.

Fig. 3 : Anth®ére parasitée (3 gauche) peu avant la libération
des téliospores : elle prend une teinte violacée.
A droite, une anthére saine au méme stade ; elle

est remplie de grains de pollen.

Fig. &4 : A droite, deux anthéres saines. Au centre, deux

' anthéres parasitées provenant d'une fleur mile et,
4 gauche, deux anthéres parasitées provenant d'une
fleur femelle. Les deux dermniers couples se

ressemblent, les anthéres saines sont plus allongées.

Fig. 5 : Fleurs femelles saines dans la nature. La plante

peut atteindre RO cm de hauteur.

Fig. 6 : Souche haploide d'Ustilago violacea provenant de

la mycothZque de BAARN (Hollande). Ici, elle se

présente sous forme mycélienne et sous forme

enkystée,






Fig, I b
Fig. 2 b
Fig. 3 b :
Fig. 4 b
Fig. 5 b
Fig. 6 b
Fig. 7 b

Coloratlon

PLANCHE XI

FLEURS MALES PARASITEES

Coupe transversale de l'anth@re d'un bouton
floral long de I,5 mm montrant le tissu sporogé&ne
3 réaction métachromatique dense, indiquant le
début du parasitisme. G : x 216,

Détail du sac pollinique antérieur gauche de
l1'anthére précédente : certaines cellules
sporogfnes présentent une réaction métachromatique
dense. L'assise ceinturant le tissu sporogéne
n'est pas différencide en tapis. G : x 500.

Coupe transversale dans le sac pollinique d'une
anthére au stade de tissu sporogéZne (bouton
floral de 2 mm) : l'assise périphérique du tissu
n'est pas différenciée en tapic ; elle est
totalement nécrosée. Les cellules centrales sont
parasitées au niveau de la paroi ; deux cellules
sont apparemment indemnes, G : x 500.

Coupe transversale d'une anthére parasitée
provenant d'un bouton floral de 2,5 mm de long.
G : x Is2,

Coupe transversale d'un bouton floral long de
2,5 mm : le parasite envahit le tissu sporogéne
de tous les sacs polliniques. G : x 70.

Coupe longitudinale d'un bouton floral long de

3 mm. Le parasite commence & sporuler dans le
sac pollinique. G : x I08,.

Coupe transversale d'un sac pollinique dont le
parasite localisé 3 1 emplacement du tissu
sporogine sporule. G : x 300.

au vert de méthyl-pyronine - Fig, 8 b et 9 b~ M.O.

Coupe transversale d'une anthére parasitée
provenant d'un bouton floral long de 2,5 mm
(fig. 4 b). Entre les cellules parasitées,
subsistent des cellules hypertrophiées. Dans les
tissus du connectif, on observe des cellules
contenant des cristaux d'oxalate de calcium.

G : x 175.

Détail du sac pollinique antérieur gauche de
1'anthére de la fig. 8 b. Les cellules hyper-
trophiées # grande vacuole ont réduit le volume
des cellules nécrosées. G @ x 550.






PLANCHE XII

APPARITION DU MYCFELTUM DAMS LES TISSUS D'UMNFE AMTHEPE PARASITEE.

TECUMINUES : M,0, semi~fine, bleu de toluidine; fig., 4
M.E.T. : glut/OsOA ; fig. 5-6 THIERY

fig. 7 ; acétate d'uranyle et citrate de plomb

Fig. 4 (x 1.500) : Coupe histologique d'une jeune anthfre
au début de 1'implantation du mycélium.

Le mycélium est pratiquement invisible.

Fig. 5 (x 5.000) : Cellule pariétale et mycélium. On peut

noter la présence de vacuoles autophagiques,

Fig. 6 (x 4.000) : Mycdlium au niveau des cellules sporogénes.
Tout le massif est envahi par le parasite

qui se localise surtout au niveau des méats.

Fig. 7 (x I5.600) : Epaississement de la paroi squelettique
des cellules sporogénes au contact de la

paroi du mycé&lium (flZche double).






PLANCHE XIII

ANTHERE PARPASITEE. NECRNSE POMCTUELLE AU SFIN DU MASSIF SPOROGEME.

TECHMNINUES : M.0. semi-fine, bleu de toluidine basique. - Fig. 8

M.E.T. : glut/OsOA, acétate d'uranyle et citrate
de plomb, Fig. 9 - I0 - II.

Fig. 8 (x I,500) : Coupe histologique d'une jeune anthére
dont quelques cellules sporogénes éparses

se nécrosent (fléche).

Fig. 9 (x 4.500) : Cellules sporogénes en début de nécrose.,

Des hyphes cotoient ces cellules.

Fig. 10 (x 9.000) : Cellules sporogénes dont le protoplasme

est déjad fortement détruit.

Fig. IT (x 9.000) : Aspect final de la nécrose d'une cellule
sporogéne. Le mycélium est en contact

avec le protoplasme nécrosé.






PLANCHE XIV

ANTHERE PARASITEE. EXTENSION DU PHEMOMENE NECROTIOUE A
L'ENSEMBRLE DU MASSIF SPOROGENE,

TECHMNIOUES : M.0. semi~fine, bleu de tpoluidine - Fig. 12
M.E.T. : glut/0sO, - Fig. 13-I4, THIERY.

4

Fig. I2 (x 1I.500) : Coupé histologique montrant l'extension
de la nécrose des cellules cporogénes
(fléches). On peut noter la présence de
cellules hypertrophiées au voisinage des

cellules nécrosées.

Fig. I3 (x 18.000) : Cellules sporogénes., Les mitochondries
ont un stroma trAs Aclairci et de rares

crétes.

Fig. I4 (x 5.,000) : Cellules pariétales apparemment non-

affectées par la présence du mycélium.
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PLANCHE XV

AMTHERE PAPASITEE, EXTENSION DU PHENOMEME NECROTINUE A
L'ENSEMRLE DU MASSIF SPOROGENE.

TECHNIOUES : Glut/0s0, - Fig. I5 et I6, THIERY,

4

Fig. I5 (x 4.000) : Aspect général des cellules sporogénes
nécrosées et en cours d'hypertrophie.
La présence de nombreuses vacuoles dans
cytoplasme des cellules voisines des

cellules nécrosées est caractéristique.

Fig. 16 (x I8.000) : Contact entre les cellules sporogénes
nécrosées et hypertrophiées. Les parois
et les plasmalemmes sont apparemment

normaux.

le
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PLANCHE XVI

ANTHERE PARASITEE. EXTEMSIOM DU PHENOMENE NECROTINUE A
L'ENSEMBLE DU MASSIF SPOROGENE.

TECHMNIOUES : M.0. semi-fine, bleu de toluidine basique - Fig. 17
M.E.T. : glut/OsOA - Fig. I8 et 19, acdtate d'uranyle

et citrate de plomb.

Fig. I7 (% 750) : Coupe histologique montrant le développement

de la nécrose des cellules sporogénes.

Fig. I8 (x 6.000) : Cellules sporogénes hypertrophiées au
voisinage de cellules nécrosées. Elle est
entourée de nombreux hyphes dont 1'un

émet un sugoir pénétrant dans la cellule.

Fig. 19 (x 22.,000) : Détail du sugoir. La parol squelettique
de 1la cellule sporogéne a disparu a4 l'apex

du sugoir (fléche double).






PLANCHE XVII

AMTHERE PAPASITEE. EXTENSIOM DU PHENOMEME NECPOTIOQUE A

L'"ENSEMBLE DU

MASSIF SPOROGENE.

TECHNIOUES

Fig. 21

Fig. 23

M,E.T, : glut/0s0O, - Fig. 20 : THIERY

4
Fig. 2I - 22 - 23 : acétate d'uranyle et citrate

de plomb.

une &tape de la dégradation du noyau et du cytoplasme
des cellules sporogénes hypertrophiées. On assiste
i une dilatation du réticulum endoplasmique, et 3

l'apparition de grandes vacuoles.

Début de nécrose du noyau dont la forme circulaire
est encore conservée, mais dont la densification

du nucléoplasme est anormale. Présence de larges

plages claires dans le cytoplasme.

Cytoplasme occupé par d'énormes vacuoles.
Dégradation accélérée de l'enveloppe nucléaire
(fléche). Modification de la morphologie du noyau

qui prend une forme allongée.

Nécrose du noyau. Le nucléole disparait et le
nucléoplasme est, 4 certains endroits, en contact
avec le hyaloplasme, aprés la disparition dé
l'enveloppe nucléaire. Il prend une forme irrégulidre

qui se réduit progressivement.






PLAMCHE XVIII

~ ANTHERE PARASTITEF. EXTEMSINN DU PHEMOMENE MECPOTINUFE A
L'EMSEMRLE DU MASSIF SPOROGEME.

TECHNINUES : M.0. semi-fine, bleu de toluidine basique ; fig. 24

M.E.T. : glut/0s0O, - Fig. 25-26 : acétate d'uranyle

4
et citrate de plomb,

Fig. 24 (x I.500) : Coupe histologique, Cellules sporogénes
hypertrophiées, entourées de cellules

sporogénes nécrosées.

Fig. 25 (x I5.600) : Cellules sporog3nes hypertrophiéges.

Mitochondries et lipides.

Fig. 26 (x 6.000) : Relation entre cellules sporogénes nécrosées
et cellules sporogines hypertrophiées.
les premidres sont &crasées par les

derniéres.






PLANCHE XIX

ANTHERE PARASITEE., IMVASION DE LA CAVITE SPORANGIALE PAR

LES HYPHES DU PARASITE.

TECHNINUES

Fig. 27 (x

Fig. 28 (x

Fig. 29 (x

T M.0.

M.E.T
de plomb.

750)

4,000)

8,000)

semi-fine, bleu de toluidine basique : fig. 27.

glut/OsO4
Fig. 28-20,

-~ acétate dfuranyle et citrate

Coupe histologique montrant l'envahissement
de la zone nécrosée par les hyphes du
parasite. Toutes les cellules sporogénes
sont atteintes pendant que les cellules

pariétales sont vacuolisées.

Prolifération du mycélium qui prend
progressivement la place des cellules
sporogénes détruites et digérées par le

parasite.

Cellules sporogénes nécrosées et mycélium.






PLAMCHF XX

ANTHERE PARASITEE (SPORULATIOM) ET MYCELIUM DA"S LE FILET
DE L'ETAMIME.

TECHMINUES : M.0. semi-fine, bleu de toluidine basique : fig. 30

M.E.T. glut/OsOA.
citrate de plomb. Fig. 32, 33, 34 : THIERY.

Fig. 31 : acétate d'uranyle et

Fig. 30 (x 750) : Coupe histologique montrant la sporulation

dans la cavité sporangiale.

Fig. 31 (x I7.600) :Téliospores et reste de cellules sporogémnes

nécrosée.
Fig. 32 (x 19.200) : Mycé&lium dicaryotique. Les deux noyaux sont
visibles avec des mitochondries et des

gouttelettes osmophiles.

Fig. 33-34 (x II.R00 et 8.000) : Cellules mycéliennes.

Le cytoplasme, riche en ribosomes, est

fortement vacuolisé,






PLANCHE XXI

FLEURS FEMELLES SAINES ET PARASITFES

Coloration_a_la_thionine_M.O.

I - FLEURS FEMELLES SAINES (Fig. I C et 2 C) :

Fig. I C : Coupe transversale dans le bouton floral long
de 2 mm, montrant les deux verticilles d'étamines
au stade méristématique avec, au centre, le
méristéme de l'ovaire., G : x 70.

Fig. 2 C : Coupe transversale dans un jeune ovaire provenant
d'un bouton floral de 4 mm : les loges carpellaires
sont formées, le bord des feuilles carpellaires
replié, donnant les lobes des futures ovules.

Les initiums d'anthéres observés sur la figure
I C ont disparu. G : x 70.

11 - FLEURS FEMELLES PARASITEES (Fig. 3 C & 1I3) :
Fig. 3 C : Coupe transversale dans un bouton floral long
de 3 mm porté& par une plante parasitée : 1l'ovaire

est au méme stade que celui du bouton floral de
la figure 2 C : il est entouré du verticille
interne d'étamines. G : x 60,

Fig. 4 C : Coupe longitudinale dans un bouton floral au
méme stade que le précédant, montrant les deux
verticilles d'étamines. Le verticille interne
a anthéres plus hautes : l'ovaire porté par le
plateau axial et la colonne placentaire est
limitée vers l'intérieur de la loge par deux
assises cellulaires méristématiques, qui sont
les initiums des ovules. G : x 65.

Fig. 5 C : Coupe transversale dans un sac pollinique semblable
3 un sac pollinique de fleur md@le parasitée
le tissu sporogédne est intensément coloré& par
métachromasie indiquant l'action du parasite.
L'assise tapétale n'est pas différenciée.

G : x 300.
Fig. 6 C : Placenta avec ovules en voie de différenciation
et provenant d'une fleur ouverte. G : x I00.
Fig. 7 C : Coupe tangentielle dans la paroi d'un sac

pollinique au stade de sporulation, comme dans
la figure 8 C : la coupe se situe au niveau

de 1l'assise sous épidermique (l'assise mécanique
pour une anthére saine) montrant le parasite au
stade mycélien progressant dans les parois
cellulosiques. G : x 375.
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Fig. 8

Fig. 9

Fig.IO

Fig.II

Fig.I2

Fig.I3

Coupe longitudinale dans la loge pollinique parasitée
au stade de sporulation. La lumifre des deux sacs
polliniques est occupée par les futurs téliospores.
Les assises internes de la paroi sont détruites.

Il ne reste que les deux assises externes.

L'épiderme et 1'endothécium. G : x 200,

Coupe longitudinale dans le bouton floral parasité.
Le parasite sporule dans 1l'anthére et il est au
stade végétatif dans les ovules (cf. Fig. I2 C -

I3 C). G : x 70.

Coupe transversale d'une anthére d'un bouton floral
de 2 mm de long ; les quatre sacs polliniques sont
envahis par le parasite au niveau du tissu sporogéne.
G : x 175,

Détail du tissu du filet avec le parasite en position
intercellulaire entre les parois cellulosiques.
G : x 300.

Ovule réduit au nucelle et au méiocyte parasité au
niveau de la paroi. Le tégument est au stade de
digitation latérale du placenta. G : x 550.

Coupe passant par plusieurs méiocytes dont un seul
est parasité. G : x 500,



PLANCHE XXII
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OVULES NON PARASITES

TECHNINUES : M.0, : semi-fine, thionine ; fig. I

M.E.T. : glut/OsO4 - KMnO4 ; fig. 2.

Fig. I : Vue en coupe des différents constituants tissulaires
Iig. - P
d"un ovule : tégument externe, té&gument interne,

nucelle.

Fig., 2 : Cellule du nucelle contenant de nombreux plastes et
mitochondries. Le noyau occupe plus de la moitié du

cytoplasme.






TECHNIOUES :

PLANCHE XXIII

JEUNES OVULES PARASITES

M.0., : semi-fine, thionine fig. 3

M.E.T. : glut/0sO, - THIERY, 4

Coupe histologique du nucelle. Le mycélium est

situé au niveau des méats cellulaires (flé&ches).

Nucelle, Certaines cellules du nucelle possédent
des vacuoles du type autophagiques. Le mycélium

est abondant (flé&che).






PLANCHE XXIV

JEUNES OVULES PARASITES

TECHNIQUES : M.E.T,

Fig. 5 : Nucelle.
cellules

normale.

glut/0s0, - THIERY, fig. 5.

Malgré la présence du mycélium, les
nucellaires ont une infrastructure

Plastes, mitochondries, golgi, réticulum

endoplasmique, etc...






TECHNINUES

PLANCHE XXV

JEUNE OVULE PARASITE

M.E.T. : glut/OsO4 - THIERY, fig. 6.

Nucelle., Mycélium séparant des cellules voisines.
On le retrouve dés la premiére couche cellulaire
externe. Le nucelle est ici dépourvu des téguments

(qui ne sont pas encore formés).






TECHNIOQUES

Fig.

7

PLANCHE XXVI

JEUNE QVULE PARASITE

M.E.T. : glut/OsO4 - THIERY, fig. 7.

Nucelle. Nécrose des cellules nucellaires
centrales, au voisinage desquelles se situent
de nombreux hyphes du parasite. Les cellules
situées 3 la périphérie de ce massif nécrotique
sont hypertrophiées. Le parasite Se comporte
ici comme dans les anthéres. De nombreuses
gouttelettes lipidiques apparaissent aussi

bien dans les cellules nécrosées que dans les

cellules hypertrophiées.






PLANCHE XXVII

JEUNE OVULF PARASITE

TECHNINUES : M.E.T., : glut/OsO, -~ TEHIERY, fig. 8.

4

Fig. 8 : Nucelle. Certaines cellules nucellaires, malgré

la présence du parasite, se multiplient normalement.






TECHNIOUES

Fig.

PLANCHF XXVIII

OVULES AGES ET PARASITES : SPORULATIOM DU CHAMPIGNON

IT

M.0O. Coupe d& la paraffine, bleu de nil ; fig. 9 et
10.

M.E.T. : glut/0s0, - THIERY, fig. II

L'agressivité du parasite se manifeste 3 partir
du centre du nucelle., Le reste des cellules est

apparemment normal.

L'agressivité envahit tout le nucelle.

Mycélium situé au contact des cellules tégumentaires

qui ne souffrent guére de ce voisinage.






PLANCHE XXIX

SPORULATION DU PARASITE ET CAS PARTICULIER DES OVULES DEGENERES

TECHNIOQUES M.0. coupe 3 la paraffine - bleu de nil ; fig. I2
Semi-fine, thionine fig. I3
M.E.T. : glut/OsO4 ~ THIERY, fig. I4.

Fig. I2 Ovule dont le nucelle est totalement détruit et
remplacé par les téliospores du champignon.

Fig. I3 Cas particulier d'un ovule dégénéré. Aspect général
d'un nucelle dont les cellules sont dépourvues
de tout contenu cytoplasmique. Il ne subsiste que
les parois cellulaires. Cependant, les effets
agressifs du mycélium sont encore localisés au
centre du nucelle.

Fig. 14 Tégument d'un ovule dégénéré, Les cellules sont

trés vacuolisées et certains organites sont encore

visibles.






PLANCHE XXX

CAS PARTICULTER D'OVULES DEGENFRES

TECHNIOUFS : M,E.T. : glut/OsO4

acétate d'uranyleQ citrate de plomb, fig. IFf

Fig. 15 : Nucelle., Détail de cellules entiérement détruites.
Tous les contenus cellulaires sont lysés dans
certaines cellules ; dans d"autres, la présence de
résidus de noyau fortement nécrosé laisse supposer

que c'est 1'un des derniers organites 3 disparaitre.






TECHNIQUES

Fig. 16

Fig. 1i

PLANCHE XXXI

CAS PAPTICULIER D'OVULES DEGENERES

M.E.T. 1 glut/OsO4

acétate d'uranyle et citrate de plomb. fig. 1I6

THIERY, fig. I7.

.
5

Nucelle. Amas de vésicules résultant de 1la
dégradation du contenu d'une cellule qui ne conserve

plus que sa paroi.

Nucelle. Le protoplasme des cellules nucellaires

est remplacé par une masse granuleo-fibrillaire.
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POLYSACCHARIDES PARIETAUX ET AMIDON

TECHNIOQUES : M,0. semi-fine ; fig. I : A.P.S. ; fig. 2
solution iodo-iodurée de Lugol.

M.E.T. : glut/ OSO4 - THIERY : fig. 3 - 4.

Fig. I (x I,000) : Histologie d'un sac pollinique sain.
Les cellules sporogénes et tapétales ne
possaddent pas d'amidon. Les cellules
épidermiques, pariétales, tapétales et
sporogénes ont des parois squelettiques
de nature pectocellulosique, mais

d'épaisseur variable.
Fig. 2 (x 750) : Anthére saine. Répartition de l'amidon.

Fig. 3 (x II1.600): Anthére parasitée. Paroils squelettiques
d'une cellule sporogéne intacte et du
mycélium. Au contact du mycélium, la
paroi squelettique de la cellule sporogéne

s'est légérement épaissie,.

Fig. 4 (x I5.600): Anthére parasitée. Paroi squelettique
d'infrastructure normale entre une
cellule sporogéne nécrosée et une cellule

hypertrophiée. Des grains d'zmidon intra-

plastidiaux sont identifiables dans 1la

cellule sporogi®ne nécrosée,






PLANCHF XXXIII

AMYLOGENESE DANS LFS CELLULFS SPOROGENES NECROSEES ET

PAROI

MYCELIFNNF,

TECHNINUFS

M.0. semi-fine ; fig. 6 - 7 - 8 ; A,P.S. 3
fig. 9 : rouge de ruthénium. Fixation par le
liquide de Carnoy =- coupe & la paraffine, Bleu
alcian ; fig. I0.

M.E.T. : glut/0sO, - THIERY : fig. 5.

Fig. 5 (x I5.600) : Anthére parasitée. Paroi squelettique de

Fig. 6
Fig. 7

(x

(x

cellules sporogénes trés dégradées, Des
amyloplastes avec des granules amyliféres
sont présents dans le cytoplasme des

cellules sporogénes.

750) : Jeune anthére parasitée : le mycé&lium, au

paroi APS +, s'insinue entre les cellules
sporogénes dont certaines sont déja
Bcrasées (fléches doubles). Il n'y a pas

d"amidon.

750) : Anthére parasitée. Stade plus avancé que

celui de la fig. 6., Un plus grand nombre
de cellules sporogénes sont écrasées
(flédches doubles), et de nombreuses autres
sont hypertrophiées (fl&ches triples).

Le mycélium dont les parois sont toujours
APS +, est plus abondant. Des grains
d'amidon apparaissent dans les cellules

nécrosées.

Fig. 8 (x I.500) : Anthé&re parasitée. Toutes les cellules

Fig.

9

sporogénes sont nécrosées et renferment
de nombreux grains d'amidon. Le mycélium

envahit la cavité sporangiale.

- I0 (x 750) : Anthéres parasitées. Les parois

squelettiques mycéliennes sont colorées
par le rouge de ruthénium et le bleu

alcian.






PLANCHE XXXIV

TFLIOSPORES, GLYCOREME ET LIPIDES

TECHNINUES @ M,0. : semi-fines ; fig. II : rouge de ruthénium ;

fig., I3 - I4 : noir soudan,
M.E.T. : glut/0s0, - THIERY ; fig. I2.
Fig, II (x 750) : Anthére parasitée, Stade de sporulation du

champignon. Futures téljiospores i parois

€paisses et reste de cellules sporogénes.

Fig. I2 (x I9.000) : Hyphe mycélien avec glycogéne dans le

cytoplasme.

Fig. I3 (x 750) : Jeune anthére parasitée, Les lipides sous
forme de gouttelettes sont abondants dans les
cellules sporogénes, Les cellules sporogénes
nécrosées (double fléche) réagissent
fortement avec le noir soudan, tandis que le.

mycélium ne se teinte que tré&s légdrement.

Fig. 14 (x 750) : Anthére parasitée, Les hyphes mycéliens

sont tré&s colorés par le noir soudan.






PLANCHE XXXV

LIPIDES SPORODCYTAIRFS ET MYCELIENS

TECHMIQUES : M.E.T,

glut/OsO4 ; fig., I5 : citrate de plomb

et acétate d'vranyle ; fig. 16 : THIERY.

Fig. I5 (x 8.000)

Fig. 16 (x I8.000):

Anthdre parasit@e. Contre les cellules
sporogdnes nécrosées apparaissent des amas
lipidiques abondants. Dans les hyphes
mycéliens, de gros globules lipidiques se

développent.

Anthére parasitée. Les globules lipidiques
des cellules nécrosées sont rejetés hors de
la cellule. Certains viennent au voisinage

du mycélium.
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LIPIDES ET PROTEINES

»TECHNIQUES': M.0. semi-fine : fig. I8 : bleu de nil.

Fixation par le liquide de Carnoy 4 coupe & la

paraffine : fig., I9 - 20 - 2I : ninhydrine

ML.E.T. glut/OsOQ - THIERRY (fig., I7).

JFig, 17 (x I8,000) : Anth3re parasitée, Rejets lipidiques

dans l'espace extracellulaire,

Fig, I8 (x I,500) : Anthére parasitée. Lipides intramycéliens
(fl3ches).

Fig, 19 (x 650) : Anthére saine. Réaction homogéne &
la ninhydrine des différents tissus

de 1l%anthére.

Fig., 20 - 2I (x 650) : Anthére parasitée : les cellules

nécrosées réagissent fortement 3 la

ninhydrine.








